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 1. Abkürzungsverzeichnis 
 
%  Prozent 
∞  unendlich 
Ø  Durchmesser 
°C  Grad Celsius 
∆  delta 
α  alpha 
β  beta 
µ  mikro (10-6) 
a  Anstieg 
Abb.  Abbildung 
AM  Azetoxymethyl 
Ak  Antikörper 
ALK  anaplastic lymphoma kinase 
BDNF  Brain-derived neurotrophic factor  
bp  Basenpaare 
BSA  bovines Serumalbumin (Rinderalbumin) 
bzw.  beziehungsweise 
ca.  circa 
CAM  Calcein-acetoxymethylester 
cDNA  complementary DNA (komplementäre DNA) 
cm2  Quadratzentimeter 
CNTF  Ciliary neurotrophic factor  
CO2  Kohlenstoffdioxid 
CT  cycle threshold (Zyklusschwellenwert) 
Da  Dalton 
DAPI  4’,6-Diamidin-2-phenylindol 
DNA  desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
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dNTP  Desoxynucleosidtriphosphat 
dT  Desoxythymidine 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (standardisiertes Nährmedium) 
DPBS  Dulbecco´s phosphate buffered saline (gepufferte Salzlösung) 
E  Effizienz 
et al.  und andere 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay (antikörperbasiertes 
Nachweisverfahren) 
ERK 1/2 extracellular signal-regulated kinase 1/2 
FKS  fötales Kälberserum 
g  Gramm 
GDNF  Glial cell-derivied neurotrophic factor 
ggf.  gegebenenfalls 
H2O  Wasser 
HBSS  Hank´s Balanced Salt Solution (balancierte Salzlösung) 
HCl  Salzsäure 
HIF  Hypoxie-induzierter Faktor 
IgG  Immunglobulin G 
IgM  Immunglobulin M 
IL  Interleukin (Botenstoff) 
k  kilo 
l  Liter 
LRP  Low density lipoprotein receptor-related protein 
m  milli (10-3) 
M  molar (Mol pro Liter) 
mAk  monoklonaler Antikörper 
MEM  Minimal Essential Medium (minimales essentielles Medium) 
min  Minute 
mRNA messenger RNA (Boten-RNA) 
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MW  Mittelwert 
n  Anzahl oder nano (10-9) 
N2  Stickstoff 
NEAA  Non Essential Amino Acids (nicht essentielle Aminosäuren) 
NFĸB  Nuclear factor ĸ B  
NGF  Nerve growth factor 
NT  Neurotropin 
O2  Sauerstoff 
p  Signifikanzwert 
PBS  Phosphate Buffered Saline (gepufferte Salzlösung) 
PCR  Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion) 
PEDF  Pigment Epithelium-Derived Factor (Pigmentepithel-assoziierter Faktor) 
pH  Konzentration der H+-Ionen einer Lösung 
PFA  Paraformaldehyd 
rat  Ratte 
RGC  retinale Ganglienzellen 
RT-PCR reverse Transkription Polymerase Chain Reaction  
RMC  Ratten-Müllerzellen 
RNA  Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
RPSA  ribosomales Protein SA 
s.  siehe 
SD  Standardabweichung 
sek.  Sekunde 
SEM  Standardfehler des Mittelwertes 
Tab.   Tabelle 
TAE  Tris-Acetat-EDTA 
TGF-β  Transforming growth factor-beta 
TNF-α  Tumornekrosefaktor-α 
Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
tRNA  transfer ribonucleic acid (Transport-RNA) 
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TTS-2.2 human Transport-secretion protein 2.2 
VEGF  vascular endothelial growth factor (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) 
U Unit oder Umdrehung 
UV  ultra violet 
V  Volt 
ZAM  Ziege-anti-Maus-Ig-Ak 
ZAK  Ziege-anti-Kaninchen-Ig-Ak 
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2. Einführung 
 
Das Auge gehört zu den empfindlichsten Sinnesorganen des Menschen. Es erfüllt alle 
Voraussetzungen, damit ein Seheindruck im Gehirn entstehen kann. Dazu zählen die optische 
Brechung des Lichtes an der Hornhaut und der Linse, die Akkommodation durch die Linse 
und die Adaptation durch die Pupille. Diese Vorgänge finden alle im vorderen Abschnitt des 
Auges statt. Die Lichtwahrnehmung jedoch findet auf der Netzhaut im hinteren Abschnitt des 
Auges statt (siehe Abbildung 1).  
 
 
 
 
 
In der Netzhaut erfolgt die Umwandlung eines optischen in ein elektrisches Signal. Dafür sind 
spezielle Sinneszellen, die Photorezeptoren nötig. Die Photorezeptoren bilden die äußerste 
Schicht der Netzhaut. In der Makula, der Stelle des schärfsten Sehens, finden sich die 
Photorezeptoren dicht nebeneinander. Das von den Photorezeptoren generierte elektrische 
Signal wird über Bipolarzellen zu den retinalen Ganglienzellen (RGC), welche die innerste 
Schicht der Netzhaut bilden, weitergeleitet. RGC transportieren das Signal über Ihre Axone, 
welche als Nervus opticus das Auge verlassen, weiter ins Gehirn bis in subkortikale Zentren, 
und nach erneuter Verschaltung weiter bis in die Sehrinde. In der Sehrinde entsteht 
schlussendlich der Seheindruck. Neben den Photorezeptoren (Stäbchen und Zapfen), 
Bipolarzellen, Amakrinzellen, Horizontalzellen und RGC besteht die Netzhaut auch aus 
Müllerzellen (RMC) (siehe Abbildung 2).  
 
Abbildung 1: Aufbau des Auges: Zu sehen 
sind die Strukturen des vorderen 
Augenabschnittes (Hornhaut, Iris, Linse) und des 
hinteren Augenabschnittes (Retina, Makula, 
Papille(Sehnervenkopf)). [Copyright: 
www.ocunet.de; Zugriff am 26.11.17] 
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Die Netzhaut ist ein besonders stoffwechselaktives Gewebe und somit auf eine 
kontinuierliche Zufuhr von Nährstoffen angewiesen. Entsprechend schlecht wird von den 
Zellen zum Beispiel eine Netzhautablösung oder Gefäßveränderungen, wie durch Diabetes 
mellitus, Arterien- oder Venenverschlüsse und eine damit einhergehende Unterbrechung der 
Nährstoffversorgung vertragen. Dies führt schnell zur Apoptose der Zellen, was, selbst in 
einer nachfolgenden Wiederanlage der Retina, bzw. einer nachfolgenden Verbesserung der 
Durchblutungssituation oft einen Sehverlust hinterlässt (Country 2017).  
 
RGC – empfindliche Neurone der Retina 
RGC sind sehr stoffwechselintensive Zellen und reagieren sensibel auf zellschädigende 
Einflüsse. So kommt es zum Beispiel sehr leicht zu einem neuronalen Schaden, wenn die 
Ionenkonzentration des Extrazellularraumes abweicht, oder sich größere Mengen an freien 
Radikalen bilden, wie es zum Beispiel bei einer retinalen Ischämie der Fall ist (Siesjö 1988). 
Ursachen für eine retinale Ischämie stellen Erkrankungen wie Gefäßverschlüsse oder auch die 
diabetische Retinopathie, als Mikrovaskulopathie der Netzhaut infolge eines Diabetes 
mellitus, dar. Weitere Stimuli für die Apoptose von RGC sind zum Beispiel der Entzug von 
Wachstumsfaktoren oder auch ein erhöhter Intraokulardruck (Vorwerk, et al. 2000; Quigley 
Abbildung 2: Aufbau der Netzhaut: Zu sehen sind die Photorezeptoren, die 
vom Stratum neuroepitheliale bis zur äußeren Synapsenschicht reichen, die 
Bipolarzellen in der inneren Körnerschicht und die Ganglienzellen in der 
Ganglienzellschicht. Weiterhin sieht man eine Müllerzelle, die sich vertikal durch 
alle Netzhautschichten spannt. [Copyright 2000 Spektrum Akademischer Verlag, 
Heidelberg; http://www.spektrum.de/lexikon/neurowissenschaft/netzhaut/8442,  
Zugriff am 20.05.2017] 
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1999). Es ist hinreichend bekannt, dass ein zu hoher Intraokulardruck einer der 
Hauptrisikofaktoren für ein Glaukom ist und zum Untergang von RGC führen kann 
(Kaushik, et al. 2003). Im Jahre 2010 waren weltweit 60,5 Millionen Menschen an einem 
Glaukom erkrankt und 8,4 Millionen aufgrund eines Glaukoms beidseits erblindet. Damit ist 
das Glaukom die zweithäufigste Ursache für Erblindung weltweit (Quigley , et al. 2006). 
Jedoch lässt sich bei jedem sechsten Glaukompatienten ein normaler Intraokulardruck 
nachweisen (Liesegang 1996). Somit scheint ein zu hoher Augeninnendruck allein nicht für 
das Absterben der RGC bei einem Glaukom verantwortlich zu sein. Die weitreichende 
Forschung der letzten Jahre führte dazu, dass man das Glaukom heute vielmehr als 
Neuropathie des Nervus opticus versteht, die mit dem Untergang von RGC assoziiert ist 
(Kaushik, et al. 2003). RGC bilden Axone aus, welche sich als Nervus opticus vereinen. Bei 
der Neuritenaussprossung bzw. Axonverlängerung spielen verschiedene neuromodulatorische 
Zytokine wie PEDF und Netrine eine wichtige Rolle. So konnte bespielsweise nachgewiesen 
werden, dass Netrin-1 eine wichtige Rolle als Leitmolekül für das axonale Wachstum spielt 
(Mann, et al. 2004). Auch Netrin-4 scheint eine wichtige Rolle in der Axonaussprossung zu 
spielen. So wurden in Netrin-4-Knockout-Modellen Defekte in der Axonfaszikulation 
nachgewiesen (Li, et al. 2012). Für PEDF konnte ein regenerativer Einfluss auf RGC nach 
Verletzung des Nervus opticus nachgewiesen werden (Vigneswara, et al. 2013).  
 
RMC – die Allrounder der Retina 
Müller-Gliazellen durchspannen die Retina vertikal und haben somit das Privileg Kontakt zu 
allen Netzhautzellen zu besitzen. Sie erfüllen wichtige Aufgaben. Zum Beispiel sind sie für 
die Homöostase und metabolische Unterstützung der Neurone zuständig 
(Newman, et al. 1996; Reichenbach, et al. 2013). Des Weiteren leiten sie das Licht durch die 
Retinaschichten bis zu den Photorezeptoren und spielen eine wichtige Rolle für das 
Neuritenwachstum (Reichenbach, et al. 2013). Sie beteiligen sich an vielfältigen 
physiologischen und pathologischen Vorgängen in der Retina. Sie können beispielsweise 
inflammatorische Moleküle bei der diabetischen Retinopathie freisetzen und zeigen auch bei 
Glaukompatienten einen Aktivierungszustand (Liou 2010; Wang, et al. 2000).  
RMC sind bekannt dafür neuroprotektive Signalmoleküle freizusetzten (Reichenbach, et al. 
2013). In Experimenten, in denen der Zelltod von RGC durch die Stressfaktoren Hypoxie 
oder Glutamatexzess getriggert wurde, konnte nachweislich festgestellt werden, dass RGC in 
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Kokultur mit Müllerzellen ein gesteigertes Überleben zeigen (Kitano, et al. 1996; Kawasaki, 
et al. 2000; Tezel, et al. 2000). Da in diesen Experimenten kein direkter Zell-Zellkontakt 
zwischen RGC und RMC stattfand, liegt die Vermutung nah, dass RMC lösliche Faktoren 
sezernieren, welche sich günstig auf das Überleben der RGC auswirken können. Die 
Forschungsgruppe um Guerin bestätigte 2006, dass überlebensfördernde Zytokine, wie BDNF 
und NGF in der Lage sind, einem Neuronenverlust entgegenzuwirken (Guerin, et al. 2006). 
Zu diesen neuroprotektiven Mediatoren, die von RMC sezerniert werden, zählen VEGF und 
PEDF (Sanchez, et al. 2003; Pierce, et al. 1995; Tombran-Tink, et al. 2004). Weiterhin 
exprimieren RMC neurotrophe Faktoren, wie NGF, BDNF, CTNF, GDNF, NT-3 und NT-3, 
sowie inflammatorische Faktoren, wie IL-1β, IL-6 und TNF-α (Boss, et al. 2017). RMC sind 
auch in die Prozesse der Angiogenese involviert (Pierce, et al. 1995). Unter Hypoxie bzw. 
Ischämie der Retina kommt es zu Prozessen der pathologischen Angiogenese, der 
Neovaskularisation (Folkman 1995). Die Neovaskularisation ist in vielen vasoproliferativen 
Retinopathien (z.B. proliferative diabetische Retinopathie, ischämischer Venenverschluss) die 
Hauptursache für eine Visusverschlechterung (Pierce, et al. 1995; Kim et al. 1998). In 
Experimenten zeigten RMC unter Hypoxie eine Hochregulation von PEDF und VEGF (Yang, 
et al. 2012; Eichler, et al. 2000). 
 
PEDF – ein neuroprotektiver Angiogenesehemmer 
PEDF ist ein 50-kDa-Glykoprotein aus der Familie der Serin-Protease-Inhibitoren. In der 
Retina lässt sich PEDF vor allem im Bereich des retinalen Pigmentepithels, in der 
Ganglienzellschicht und in den Endfüßchen der Müllerzellen nachweisen (Tombran-
Tink, et al.1989; Behling, et al. 2002; Unterlauft, et al. 2012). Seine Wirkung entfaltet PEDF 
über Rezeptoren wie RPSA, LRP6 und TTS (Bernard, et al. 2009; Park, et al. 2011; Notari, et 
al. 2006). Für PEDF konnte in zahlreichen Studien viele Funktionen nachgewiesen werden. 
So zeigte sich zum Beispiel, dass PEDF eine große Rolle bei der Entwicklung der Retina und 
der Aufrechterhaltung ihrer Struktur und Funktion spielt (Tombran-Tink, et al. 2003). 
Zusätzlich zeigte sich auch eine antioxidative Wirkung des PEDF (Tsao, et al. 2006). 
Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass PEDF eine wichtige Rolle für die 
Neuroprotektion von RGC in der Retina spielt (Unterlauft, et al. 2014; Eichler, et al. 2017). 
Dieser Faktor kann RGC vor Schäden durch Glutamatexzess oder auch 
Wachstumsfaktorenmangel über Aktivierung von NFĸB und ERK 1/2 abhängigen 
Signalwegen bewahren (Pang, et al. 2007). Des Weiteren schützt PEDF retinale Neurone vor 
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der Apoptose bei ischämischen Retinaschäden (Ogata, et al. 2001). In Experimenten konnte 
gezeigt werden, dass Retinakulturen nach einer Vorbehandlung mit PEDF oxidativen Stress, 
verursacht durch Wasserstoffperoxid, besser überleben (Cao, et al. 1999). Eine Axotomie 
führt bei Neuronen zur Apoptose (Povlishock, et al. 1995), aber selbst bei axotomierten 
Neuronen konnte für PEDF ein schützender und Überleben fördernder Effekt nachgewiesen 
werden (Houenou, et al. 1999). 
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass PEDF als Angiogenesehemmer fungieren kann und 
damit ein Gegenspieler des VEGF darstellt (Dawson, et al. 1999). PEDF kann die Migration 
und Proliferation von Kapillarendothelzellen bremsen (Duh, et al. 2002; Dawson, et al. 1999) 
und die Neovaskularisationen nach ischämischem Retinaschaden signifikant vermindern 
(Stellmach, et al. 2001).  
 
VEGF – ein angiogenes Zytokin mit neuroprotektiven Eigenschaften 
Als weiteres neuroaktives Zytokin wird VEGF von RGC und RMC exprimiert und sekretiert 
(Pierce, et al. 1995; Lee, et al. 2012). Im Gegensatz zum PEDF ist für VEGF bekannt, die 
Angiogenese zu fördern, indem die Proliferation von Gefäßendothelzellen stimuliert wird 
(Clauss, et al. 1990). Dieser Faktor ist sowohl an den Vorgängen der physiologischen 
Angiogenese, als auch an denen einer pathologischen Angiogenese und Neovaskularisation 
beteiligt (Ferrara 1993). So spielt VEGF zum Beispiel eine wichtige Rolle bei der 
Entwicklung der Retina und der Netzhautgefäße (Stone, et al. 1995; Haigh, et al. 2003). Auf 
der anderen Seite wird VEGF aber auch für die proliferativen Neovaskularisationen der 
Netzhaut, wie sie zum Beispiel bei einem Netzhautgefäßverschluss und der proliferativen 
diabetischen Retinopathie vorkommen, verantwortlich gemacht (Norman, et al. 1954). Diesen 
Erkrankungen ist eine Ischämie und damit Hypoxie der Netzhaut aus den verschiedensten 
Gründen gemein (Miller, et al. 1994; Adamis, et al. 1994; Dorrell, et al. 2007). Shima und 
Kollegen konnten nachweisen, dass VEGF im Zustand der retinalen Ischämie und Hypoxie in 
besonders großem Maße freigesetzt wird (Shima, et al. 1995). Die Hypoxie führt über die 
Aktivierung des Hypoxie-induzierten Faktor (HIF-1α) zur vermehrten Ausschüttung des 
VEGF (Ozaki, et al. 1999). Cohen und Kollegen konnten 1996 nachweisen, dass die VEGF-
Expression nicht nur durch Hypoxie, sondern auch durch IL-6 stimuliert werden kann (Cohen, 
et al. 1996). 
13 
 
Für VEGF ist bekannt, dass es zu besonders aggressiver Angiogenese beitragen kann. Pepper 
und Kollegen konnten in einem dreidimensionalen Angiogenesemodell zeigen, dass mit 
VEGF stimulierte Kapillarendothelzellen ein Kollagengel durchdringen können, um 
kapillarähnliche Strukturen zu formen (Pepper, et al. 1992). Ähnliche Vorgänge lassen sich 
klinisch bei retinalen Neovaskularisationen nachweisen. Dabei können Gefäße bei den oben 
genannten Erkrankungen von der Netzhaut bis in den Glaskörperraum wachsen. Dadurch 
kann es zu Traktionen der Netzhaut und somit zur Netzhautablösung kommen (Das, et.al 
2003).  
Doch neben seinen angiogenen Charakteristika sind noch weitere Eigenschaften des VEGF 
beschrieben worden. So ist untersucht worden, dass VEGF Leckagen und Fenestrationen in 
Kapillaren und Endothelzellen verursachen kann (Senger, et al. 1983; Roberts, et al. 1995). 
Ein Fakt, der möglicherweise zu Blutungen und Exsudaten bei Retinopathien und zu einem 
Ödem der Makula beitragen könnte. Bei einem Makulaödem, welches mit Retinopathien wie 
dem Netzhautvenenverschluss und der diabetischen Retinopathie assoziiert ist oder im 
Rahmen einer exsudativen AMD auftritt, werden heutzutage rekombinante Antikörper gegen 
den Faktor VEGF therapeutisch eingesetzt. Dazu zählen Ranibizumab (Lucentis®), 
Bevacizumab (Eylea®) und der rekombinante VEGF-Rezeptor Aflibercept (Avastin®). Als 
Secondline-Therapie ist Dexamethason (Ozurdex®) zur Behandlung von z.B. diabetischem 
Makulaödem oder Makulaödemen im Rahmen von retinalen Gefäßverschlüssen zugelassen. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass VEGF chemotaktische und proinflammtorische 
Eigenschaften besitzt (Barleon, et al. 1996; Ishida, et al. 2003). Es wurde nachgewiesen, dass 
VEGF eine neuroprotektive Funktion auf RGC hat (Nishijima, et al. 2007; Saint-Geniez, et al. 
2008). 
 
IL-6 – ein inflammatorisches Zytokin mit neuroprotektiven Eigenschaften 
IL-6 ist hinreichend für seine inflammatorischen Eigenschaften bekannt (Liou 2010). IL-6 
scheint wiederum ebenfalls ein neuroprotektiv wirkendes Zytokin zu sein, dass wie auch 
schon PEDF und VEGF von Mikrogliazellen exprimiert wird (Sanchez, et al. 2003). Auch 
Müllerzellen exprimieren IL-6. So wird zum Beispiel unter Hypoxie die IL-6 Expression in 
RMC hochreguliert (Tan, et al. 2015). Und auch bei der diabetischen Retinopathie wurden 
erhöhte Level an IL-6, produziert von RMC, nachgewiesen (Tan, et al. 2015). 
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Weitere neuromodulatorische Faktoren sind TGF-β2 (Dünker, et al. 2001), Netrin-4, welches 
das Neuritenwachstum beeinflusst (Li, et al. 2012) und das neuroinflammatorisch wirkende 
IL-1β (Liou 2010) 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es viele Erkrankungen im Bereich der Retina gibt, 
die über verschiedene pathologische Vorgänge zu einem Untergang von RGC führen können. 
Jedoch üben neuroprotektive Faktoren, wie zum Beispiel PEDF, VEGF und auch   IL-6, die 
von Müllerzellen ausgeschüttet werden, einen überlebenfördernden Effekt auf die RGC aus. 
Somit können diese Zytokine eventuell den Schaden der Retina und damit den Sehverlust der 
Betroffenen vermindern. Eben diese Faktoren (PEDF, VEGF und IL-6) und ihre Bedeutung 
bei der Interaktion von RGC und RMC, sowie Ihr Einfluss auf andere Zytokine sollen in 
dieser Arbeit untersucht werden. 
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3.  Aufgabenstellung 
 
Auch wenn die Forschung auf dem Gebiet der Interaktionen zwischen RGC und RMC zu 
bedeutsamen Ergebnissen geführt hat, sind doch viele Pathomechanismen und 
Zusammenhänge noch nicht vollends verstanden. Um die Mechanismen vieler Krankheiten 
und Vorgänge im menschlichen Körper genauer zu untersuchen, sind Zellkulturmodelle 
notwendig. Diese Arbeit beschäftigte sich mit Untersuchungen an Maus-RGC und RMC. In 
einem in-vitro-Zellkulturmodell wurde untersucht, ob bestimmte Mediatoren von diesen 
Zellen exprimiert werden. Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf die neuroprotektiven 
Faktoren PEDF, VEGF und IL-6 gelegt. Es sollte auch die Expression der Rezeptoren für 
PEDF in dieser Arbeit erkundet werden. Um den pathophysiologischen Vorgängen der 
Zellhypoxie oder auch des Nährstoffmangels, wie sie in zahlreichen neurodegenerativen 
Erkrankungen auftreten, näher zu kommen, wurden vergleichende Untersuchungen unter 
Normoxie und Hypoxie durchgeführt, insbesondere unter den Bedingungen der RGC-RMC-
Kokultur. 
Ferner sollte auch die Wirkung einer Stimulation von Müllerzellen mit PEDF auf die 
Expressionsregulation weiterer neuromodulatorischer Zytokine untersucht werden. Das 
Überleben der RGC sollte unter hypoxischen Kulturbedingungen und in Kokultur mit RMC 
untersucht werden. Dabei sollte der neuroprotektive Einfluss der Müllerzellen auf RGC 
bestätigt werden. Da über die Mechanismen, Bedingungen und Faktoren für eine 
Axonverlängerung/ Neuritenextension noch wenig bekannt war, sollte ein Vergleich der 
Länge der von RGC ausgebildeten Axone unter den Bedingungen der Hypoxie und Kokultur 
erfolgen. 
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4.  Materialien und Methoden 
 
Der Umgang mit allen Materialien erfolgte sorgsam und mit Handschuhen. Alle Chemikalien 
und Reagenzien, sowie die verwendeten Proben wurden vor Gebrauch aufgetaut, gründlich 
durchmischt und zentrifugiert. Alle Kunststoffmaterialien waren steril verpackt und wurden 
nach einmaligem Gebrauch fachgerecht entsorgt. Sämtliche Glasgefäße wurden autoklaviert. 
Alle Arbeitsschritte fanden möglichst keimfrei statt. Beispielsweise erfolgten die 
Zellkultivierung und die Messungen unter Anwendung der Real-Time-PCR in einer Laminar 
Flow Reinraumbank. 
 
4.1 Zellgewinnung 
 
4.1.1 Material 
 
Tabelle 1: Verwendete Geräte und Materialien (Zellgewinnung) 
Produkt Firma 
Brutschrank (Forma Scientific Steri-Cult 200 
Incubator) 
Gemini BV, Apeldoorn (Niederlande) 
Mikroskop (Axiovert 25) Zeiss, Oberkochen 
Skalpell Braun, Melsungen 
Zentrifuge (Sigma 3K15) SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Osterode 
 
Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien (Zellgewinnung) 
Produkt Firma 
Kaninchen-anti-Ratte Makrophagen-Ak 
WAK-Chemie Medical GmbH, Steinbach 
(Taunus) 
Anti-Thy-1.1 (CD90.2)-mAk, Klon F7D5 Serotec, Düsseldorf 
BSA Carl Roth, Karlsruhe 
DMEM mit 1,0 g/l Glukose Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
DNase (200U/ml) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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Produkt Firma 
DPBS Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
HCl  Carl Roth, Karlsruhe 
Papain 
Worthington Biochemical Corp., New Jersey 
(USA) 
PBS Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
Subtilisin A Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Tris-Puffer (50 mM) Carl Roth, Karlsruhe 
ZAK-IgG BIOTREND Chemikalien GmbH, Köln 
ZAM-IgM Dianova GmbH, Hamburg 
 
4.1.2 Ganglienzellpräparation 
 
Alle Tiere wurden nach geltendem Tierschutzgesetz unter Berücksichtigung der ARVO-
Richtlinien zur Verwendung von Tieren in der ophthalmologischen Forschung behandelt 
(ARVO-The Association for Research in Vision and Opthalmology 2015). Entsprechende 
Tierversuchsanträge wurden von der Landesdirektion Sachsen (Dienststelle Leipzig) bewilligt 
(T 42/13; T 05/13). Die 5-7 Tage alten Mäuse wurden mithilfe einer Schere dekapitiert. Durch 
einen weiteren Schnitt wurden die Lider entfernt. Das Auge wurde mit einer Pinzette gefasst 
und der Bulbus mit einem Skalpell eröffnet. Im Anschluss wurde mittels Pinzette die 
Netzhaut entfernt. Die gewonnen Materialien wurden in DPBS gesammelt. Unter einem 
Mikroskop wurden die Retinae von anderen Bestandteilen des Augeninnenraums separiert. 
 
Vorbereitung:  
Die Ganglienzellen wurden mithilfe immunspezifischer Anreicherung aus den Netzhäuten 
isoliert. Dazu dienten Antikörper-beschichtete Subtraktions- und Selektionsplatten. Als 
Subtraktionsplatte wurde eine Petrischale mit einem Durchmesser von 15 cm verwendet. 
Diese wurde mit 20 ml Tris-HCl-Lösung (pH= 9,5) gleichmäßig benetzt und anschließend mit 
60 µl ZAK-IgG (1:500) versetzt. Als Selektionsplatte wurde eine zweite Petrischale, jedoch 
mit einem Durchmesser von 10 cm verwendet. Auch diese wurde mit 10 ml Tris-HCl-Lösung 
benetzt und anschließend mit 30 µl ZAM-IgM (1:500) versetzt. Beide Platten wurden über 
Nacht im Kühlschrank aufbewahrt. Die inkubierten Platten wurden jeweils 3-mal mit DPBS 
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gewaschen und anschließend mit 0,2 % BSA in DPBS versetzt. Dabei wurden 15 ml dieser 
Lösung auf die Subtraktionsplatte und 5 ml auf die Selektionsplatte pipettiert. Im Anschluss 
wurden 15 µl des Anti-Thy-1.1-Ak (1:200) der Selektionsplatte zugegeben, und für 
mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. 
 
Zellseparierung: 
Um die Zellen voneinander zu separieren, wurde ein Papainverdau und mechanische 
Verfahren genutzt. Für den Papainverdau wurden 165 U Papain in 5 ml DPBS gelöst und 
5 min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurden noch 1000 U DNase (5 ml) hinzugefügt. 
Die Retinae wurden im Brutschrank für 45 min in der Papain-/DNase-Lösung inkubiert und 
nach 10 min und 20 min durch leichtes Schwenken vermischt. Nachdem sich das 
Gewebehomogenat absenkte, wurde der Überstand vorsichtig abgenommen und 4 ml der mit 
0,2 % BSA versetzten DPBS-Lösung dem Röhrchen wieder zugegeben. Nach erneutem 
Absetzen der Zellen wurde der Überstand entfernt und verworfen. Es wurden 20 µl 
Kaninchen-anti-Ratte-Makrophagen-Ak (1:75) und 1000 U DNase (5 ml) mit 1,5 ml der mit 
0,2 % BSA versetzten DPBS- Lösung vermischt und dem enzymatisch behandelten Gewebe 
zugegeben. In dieser Lösung wurden die Retinae durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 
weiter verdaut. Nach 5 minütiger Inkubation wurde die Lösung mit 15 ml der mit 0,2 % BSA 
versetzten DPBS-Lösung ergänzt (Zellsuspension). 
 
Zellisolierung: 
Die Zellsuspension wurde auf die zuvor mit DPBS gewaschene Subtraktionsplatte gegeben 
und für 40 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur besseren Antikörper-Bindung wurde sie 
alle 10 min leicht geschwenkt. So wurden die in der enzymbehandelten Zellsuspension 
enthaltenen Konglomerate aus Makrophagen und Mikrogliazellen am Boden der Platte 
gebunden. Nach 4-maliger Waschung der Selektionsplatte mit DPBS wurde der Zellüberstand 
der Subtraktionsplatte auf diese Platte verteilt. Die Selektionsplatte wurde dann für 60 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und alle 15 min leicht geschwenkt. Auf diese Weise wurden die 
Ganglienzellen an den Anti-Thy-1.1-mAk der Selektionsplatte gebunden. Nach Ablauf der 
Inkubationszeit wurde die Lösung mit den verbliebenen Zellen abpipettiert und verworfen. 
Durch 2-maliges Waschen der Selektionsplatte mit DPBS wurden weitere lose Zellen 
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Abbildung 3: Schema zur Ganglienzell-Selektion: Dargestellt ist die Selektion von RGC aus Retinae in einem 
Schema. Zuerst erfolgt eine Bindung von Mikrogliazellen durch Kaninchen-anti-Ratte-Makrophagen-Ak. Im 
nächsten Schritt wurden die Mikrogliazellen mittels immobilisiertem ZAK auf der Subtraktionsplatte depletiert. 
Die Zellsuspension aus RGC und weiteren Zellen wurde auf eine Selektionsplatte gegeben. Durch Inkubation mit 
ZAM und Anti-Thy-1.1-Ak erfolgte hier die immunspezifische Selektion der RGC, welche in einem nächsten 
Schritt wieder abgelöst wurden. 
entfernt. Es erfolgte eine mikroskopische Kontrolle auf etwaige verbliebene unerwünschte 
Zellen. Diese wurden gegebenenfalls durch weitere Waschvorgänge entfernt 
(siehe Abbildung 3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zur Trennung der RGC von der Selektionsplatte wurden 3 ml DPBS zugegeben und die 
Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren von der Platte gelöst. Auch hier erfolgte 
eine Kontrolle unter dem Mikroskop. Diese Ganglienzelllösung wurde für 10 min bei 
800 U/min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Im Anschluss konnten die Zellen in 
einer Neubauer-Zählkammer gezählt (s. unten) und weiter verwendet werden. 
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4.1.3 Müllerzellpräparation 
 
Für die Müllerzellpräparation wurden wenige Tage alte Long Evan Ratten verwendet. Die 
Tiere wurden mittels einer Überdosis Äther anästhesiert, dekapitiert und die Netzhaut 
präpariert. Diese wurde unter Zugabe von Ca2+-und Mg2+-freiem PBS und 1 mg/ml der 
Protease Subtilisin A für 30 min bei 37°C inkubiert. Nachdem die Zellen mit DNase 
(200 U/ml) angereichertem PBS gewaschen wurden, wurden sie in Gewebekulturflaschen 
ausplattiert. Nähere Informationen sind den Arbeiten von Reichenbach bzw. Eibl zu 
entnehmen (Reichenbach, et al. 1995; Eibl, et al. 2008). 
 
4.2 Zellkultur 
4.2.1 Material 
 
Tabelle 3: Verwendete Geräte und Materialien (Zellkultur) 
Produkt Firma 
Brutschrank (Forma Scientific Steri-Cult 200 
Incubator) 
Geminin BV, Apeldoorn (Niederlande) 
Deckgläschen (geschliffen) 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
Filter (Nalgene Syringe Filter) 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
Laminar-flow-Reinraumbank NuAire, Minnesota (USA) 
Mikroskop (Axiovert 25) Zeiss, Oberkochen 
Neubauer-Zählkammer Brand GmbH &Co. KG, Wertheim 
Pipettierhilfe (easypet) Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
Reagenzglasschüttler (Reax 2000) 
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach 
Zentrifuge (Sigma 3K15) Sigma Laborzentrifungen GmbH, Osterode 
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Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Reagenzien (Zellkultur) 
Produkt Firma 
B-27-Supplement (50x) Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
BDNF PeproTech Germany, Hamburg 
BSA Carl Roth, Karlsruhe 
CNTF PeproTech Germany, Hamburg 
D-Mannose Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
DMEM mit 1,0 g/l Glukose Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
Forskolin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
FKS Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
Glutamat Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Insulin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Laminin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
MEM-Vitamin-Lösung Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
MEM-NEAA-Lösung Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
N-Acetylcystein Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Natriumpyruvat Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Natriumselenit Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Neurobasalmedium Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
PBS Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
Penicillin (10 000 U/ml)-/Streptomycin 
(10 000 µg/ml)–Lösung 
Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
Progesteron Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Putrescin Sato /Bottenstein  
Transferrin Sato /Bottenstein  
Triiodthyronin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trypsin Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
 
4.2.2 Zelllinien 
 
Immortalisierte retinale Vorläuferzellen (R28-Zellen) wurden von Dr. Katharina Bell, aus der 
Augenklinik der Johannes-Gutenberg Universität in Mainz bereitgestellt. Dort wurden die 
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Originalzellen aus neugeborenen Ratten gewonnen und mit dem 12S E1A (NP-040507) Gen 
des Adenovirus über einen viralen Vektor immortalisiert (Seigel 2014).  
 
4.2.3 Zellkultivierung 
 
Um möglichst physiologische Bedingungen zu schaffen, erfolgte die Kultivierung der Zellen 
in einem Brutschrank bei 37°C, unter 94 % Luftfeuchtigkeit, sowie unter einer Atmosphäre 
mit 5 % CO2. Für die Nährstoffzufuhr der Zellen wurden entsprechende Nährmedien 
angesetzt. 
Zur Herstellung des Nährmediums der Müllerzellen wurde DMEM mit 1 % Penicillin-
/Streptomycin-Lösung, sowie 10 % FKS versetzt.  
Für das Nährmedium der R28-Zellen wurde das Müllerzell-Nährmedium mit 1 % MEM-
Vitamin-Lösung und 1 % MEM-NEAA-Lösung supplementiert. 
Die Grundlage für das Nährmedium der Ganglienzellen bot das Neurobasalmedium. Dieses 
wurde mit 0,1 g/ml BSA, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin, 1 mM 
Natriumpyruvat, 2 mM Glutamat, 60 µg/ml N-Acetylcystein, 16 mg/ml Putrescin, 40 ng/ml 
Natriumselenit, 40 ng/ml Triiodthyronin,100 µg/ml Transferrin, 5 µg/ml Insulin, 62 ng/ml 
Progesteron, B-27-Supplement (1:50), 50 µM D-Mannose und 10 µM Forskolin ergänzt. 
Diese Reagenzien wurden filtriert und vermischt. 
Dem RGC-Nährmedium wurden die Wachstumsfaktoren CNTF (10 ng/ml) und BDNF 
(50 ng/ml) für ein besseres Zellwachstum zugegeben (RGC-Wachstumsmedium). 
Sowohl die Nährmedien, als auch das Wachstumsmedium wurden je nach Konfluenz der 
Zellen alle 1-4 Tage gewechselt. 
 
Die Subkultivierung der RGC und R28-Zellen erfolgte durch Absaugen des verbrauchten 
Mediums und 2-maliger Waschung der Zellen mit PBS. 
Zur Ablösung der Zellen wurden 3 ml Trypsinlösung hinzugegeben und ca. 2 min im 
Brutschrank inkubiert. Die Zellablösung wurde mikroskopisch kontrolliert. Bei 
zufriedenstellendem Ergebnis wurde die Reaktion durch die Zugabe von 20 ml FKS-haltigem 
Medium abgestoppt. 
Nach Überführung der abgelösten Zellen in ein Reagenzröhrchen wurden durch 
Zentrifugation bei 1200 Umdrehungen für 5 min die Zellen vom Medium getrennt. Nach 
Entfernung des Mediums wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert. Nach 
Bestimmung der vitalen Zellanzahl in dieser Suspension (Neubauer-Zählkammer) standen die 
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Zellen für den Einsatz in einem Versuch zur Verfügung oder wurden gesplittet und in eine 
neue Gewebekulturflasche plattiert. 
Für den Transfer der Zellen auf Glasplättchen wurden je 500 µl der in Suspension 
befindlichen Zellen in Vertiefungen einer 12-Kavitätenplatte pipettiert, in welche vorher 
Glasplättchen platziert wurden. Dort wuchsen die Zellen über etwa 48 Stunden im 
Brutschrank bei 37° C an. Für die Ganglienzellen wurden Laminin-beschichtete Glasplättchen 
verwendet. Dafür wurde eine Lamininlösung auf die Glasplättchen gegeben, sodass eine 
Endkonzentration von 10 µg/Glasplättchen entstand. Die Glasplättchen trockneten über 
3 Stunden bei Raumtemperatur, bevor sie mit der RGC-Zellsuspension inkubiert wurden. Um 
ein Anwachsen zu erreichen, waren 5 - 7 Tage Inkubation bei 37°C nötig. 
 
4.2.4 Zellzahlbestimmung durch Neubauer-Zählkammer 
 
Die Überwachung des Zellwachstums in den Kulturen bzw. die Standardisierung der 
Zellkonzentration für ein Experiment erfolgten mittels Neubauer-Zählkammer. 
Es wurde eine Vitalfärbung mittels Trypanblau vorgenommen (20 µl Trypanblau / 20 µl 
Zellsuspension). Von diesem Gemisch wurden rund 10 µl (bis zum sichtbaren 
Füllungszustand) in die zuvor mit Deckgläschen verschlossene Zählkammer gegeben. Es 
wurden 4 der Eckfelder der 9 Gruppenquadrate, welche je ein Volumen von 0,1 µl abdecken, 
ausgezählt. Durch Ermittlung des Mittelwerts der Zellzahl pro ausgezähltem Eckquadrat der 
Neubauer-Zählkammer konnte über folgende Berechnung die Zellzahl der Suspension pro 
Milliliter bestimmt werden. 
Zellzahl der Suspension pro ml=Mittelwert der Zellzahlen pro Eckquadrat * 104*2 
In Abhängigkeit der bestimmten Konzentration wurde die Zellsuspension mit Medium 
verdünnt und ausplattiert. 
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4.3 Durchführung der Experimente 
4.3.1 Material 
 
Tabelle 5: Verwendete Geräte und Materialien (Durchführung der Experimente) 
Produkt Firma 
Begasungsbrutschrank BINDER Inc., New York (USA) 
Brutschrank (Forma Scientific Steri-Cult 200 
Incubator) 
Gemini BV, Apeldoorn (Niederlande) 
Gefrierschrank (-20°C) 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
Reagenzglasschüttler (Reax 2000) 
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach 
Vakuumzentrifuge (Uni Vapo 150H) Uni Eqip, Leipzig 
 
Tabelle 6: Verwendete Chemikalien und Reagenzien (Durchführung der Experimente) 
Produkt Firma 
H2O (Aqua ad iniectabilia) Braun, Melsungen 
HBSS Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
PBS Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
PEDF (human) R&D Sytems Inc., Minneapolis (USA) 
 
4.3.2 Versuchsaufbau 
 
In den Experimenten kamen Kulturen aus Ratten-Müllerzellen und RGC der Maus, gewonnen 
aus verschiedenen Versuchstieren, zum Einsatz. Die R28-Zellen stammten aus verschiedenen 
Passagen dieser Zelllinie. Zu jedem Experiment und zu jeder Probe eines Experimentes 
fanden im Anschluss mehrere Messungen statt. 
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4.3.2.1 Experimente in Kokulturen und unter Hypoxie 
 
In den Experimenten sollte die Expression von bestimmten Mediatoren, sowie das Überleben 
der RGC in Abhängigkeit der äußeren Bedingungen untersucht werden. 
Dazu wurden RGC zum einen allein (homotypische Kultur) und zum anderen mit RMC in 
Kokulturen kultiviert. Diese Kulturen wurden 24 Stunden einer Hypoxie (0,2% O2; 94,8% N2; 
5% CO2) in einem Begasungsbrutschrank, sowie parallel dazu 24 Stunden normoxischen 
Bedingungen (Kontrollbedingungen: 5% CO2; 95% Raumluft) in einem Brutschrank 
ausgesetzt. 
Der prinzipielle Versuchsaufbau sah wie folgt aus:  
In einer homotypischen RGC-Kultur wurden zwei Glasplättchen mit RGC eingesetzt. In einer 
homotypischen RMC-Kultur wurde ein Glasplättchen mit Müllerzellen eingesetzt und in einer 
Kokultur aus Müller- und Ganglienzellen kamen zwei Glasplättchen mit RGC und 
ein Glasplättchen mit RMC zum Einsatz. Die Abbildung 4 verdeutlicht den Versuchsaufbau 
noch einmal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Für einen Versuch wurden die Zellen nach Anwachsen auf den Glasplättchen mit 1 ml HBSS 
pro Vertiefung einer 12-Kavitätenplatte gewaschen und im Anschluss mit 1 ml des 
Nährmediums für Ganglienzellen bedeckt, sowie für 24 Stunden den Bedingungen einer 
Hypoxie bzw. Normoxie ausgesetzt. Nach Versuchsende wurden die Überstände abpipettiert 
 
Abbildung 4: Versuchsaufbau: Dargestellt ist der allgemeine Versuchsaufbau für die Experimente mit 
homotypischen Kulturen und Kokulturen. In einer homotypischen RGC-Kultur erfolgte der Einsatz von zwei 
RGC-Glasplättchen. In einer homotypischen RMC-Kultur wurde ein Glasplättchen mit Müllerzellen eingesetzt. 
In einer RMC-RGC-Kokultur kamen zwei RGC-Glasplättchen und ein Glasplättchen mit Müllerzellen zum 
Einsatz. 
6-Kavitäten-Platte: 
Glasplättchen 
mit RMC 
 
Glasplättchen 
mit RGC 
 
1 2 3 
1 homotypische RGC-Kultur 
2 RMC-RGC-Kokultur 
3 homotypische RMC-Kultur 
1 2 3 
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und die Glasplättchen entweder für lichtmikroskopische Verfahren oder zur Gewinnung von 
RNA weiterverwendet. 
 
4.3.2.2 Exposition von Müllerzellen gegenüber PEDF 
 
Diese Experimentenreihe diente der Untersuchung einer möglichen Änderung der 
Zytokinexpression in Müllerzellen unter PEDF-Einfluss. Es wurden Müllerzellen auf 
Glasplättchen in einer 12-Kavitätenplatte mit 600 µl Müllerzell-Nährmedium eingesetzt. Bis 
auf die Kontrollkultur wurde je Kavität 100 ng/ml PEDF zugegeben und 24 Stunden bei 37°C 
inkubiert. 
 
4.3.3 Gewinnung von Überständen 
 
Sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie kam es durch Evaporation zur 
Volumenverringerung des zugegebenen Mediums, sodass das Volumen der abgenommenen 
Überstände geringfügig angeglichen werden musste. Deshalb wurden die Überstände nach 
ihrer Gewinnung aus den Vertiefungen durch Zugabe von PBS auf das gleiche Zielvolumen 
von 1 ml eingestellt. Weitere Reaktionen in den Proben wurden verhindert, indem die 
Überstände sofort auf Eis gestellt bzw. sofern sie nicht gleich weiter verwendet wurden, bei     
-20°C gelagert wurden. 
Gelegentlich zeigte sich in den ersten Messungen der Überstände mittels ELISA eine 
unzureichender Zytokingehalt. In diesen Fällen wurden die Überstände in einer 
Vakuumzentrifuge ankonzentriert und durch Zugabe von sterilem destilliertem Wasser auf ein 
definiertes Zielvolumen gebracht. 
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4.4 Molekularbiologische Verfahren 
4.4.1 Material 
 
Tabelle 7: Verwendete Geräte und Materialien (Molekularbiologie) 
Produkt Firma 
Gefrierschrank (-20°C) 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
Gelelektrophoresekammer 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch 
Oldendorf 
MiIQTM Single Color Real Time PCR 
Detection System 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Mikrowelle SEG Hausgeräte GmbH, München 
pp-PCR PLATE 96 well Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Reagenzglasschüttler (Reax 2000) 
Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach 
Spannungsquelle (PowerPac 300) Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Thermocycler  GMI, Minnesota (USA) 
Thermo tubes white & clear cup 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
Transilluminator (Chemidoc-XRS) Bio-RadLaboratories GmbH, München 
Waage Sartorius AG, Göttingen 
Wasserbad Grant Instruments, Shepreth (Großbritannien) 
Zentrifuge (Rotana 460 RC) 
Andreas Hettich GmbH & Co. KG, 
Tuttlingen 
 
Tabelle 8: Verwendete Chemikalien und Reagenzien (Molekularbiologie) 
Produkt Firma 
Agarose Carl Roth, Karlsruhe 
β-Mecaptoethanol 
Avantor Performance Materials B.V., 
Deventer (Niederlande) 
Crimson Taq DNA Polymerase (5000 U/ml) 
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am 
Main 
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Produkt Firma 
5x Crimson Taq Reaction Buffer (5x 
Konzentrat enthält: 62,5 mM Tricine; 
212 mM KCl; 7,5 mM MgCl2; 30% Dextran; 
pH=8,5 (bei 25°C)) 
New England Biolabs GmbH, Frankfurt am 
Main 
DNA-Leiter (SM0322; 0,5 µg/µl) 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
dNTPs (10 mM) Carl Roth, Karlsruhe 
EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Eisessig (100% Essigsäure) Carl Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
H2O (Aqua ad iniectabilia) Braun, Melsungen 
InviTrap® Spin Universal RNA Mini Kit 
2012 
STRATEC Biomedical AG, Birkenfeld 
Oligo-dT15 Primer BioTeZ Berlin Buch GmbH, Berlin 
Phenolrot Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Quantikine® Ratten-PEDF (ELISA) R&D Systems Inc., Minneapolis (USA) 
Quantikine® Ratten-VEGF (ELISA) R&D Systems Inc., Minneapolis (USA) 
qPCR-Mastermix  
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
5x Reaktionspuffer 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
Revert Aid Reverse Transcriptase (200 U/µl) 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
RNase-Inhibitor (Ribolock) 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
Saccharose Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Tris Carl Roth, Karlsruhe 
tRNA-Lösung (10 µg/ml) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
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Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotidprimer (Sequenzen in 5`=> 3´) 
Gen Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer 
Amplifikat-
größe in bp 
αB-Crystallin 
(Maus) 
GAG AGC ACC TGT TGG 
AGT CT 
GGA GAG AAG TGC TTC 
ACG TC 
172 
β-Aktin 
(Maus) 
GGA ATC CTG TGG CAT 
CCA T 
GCC TGG GTA CAT GGT 
GGT AC 
118 
β-Aktin 
(Ratte) 
CAC CAC ACC TTC TAC 
AAT GA 
CAA ACA TGA TCT GGG 
TCA TCT 
118 
IL-1β 
AAG TGT CTG AAG CAG 
CCA TG 
AGA TGA AGG GAA 
AGA AGG TGC 
309 
IL-6 (Ratte) 
CTT GGG ACT GAT GTT 
GTT GAC 
GGC AAA TTT CCT GGT 
TAT ATC CAG 
287 
RPSA (Ratte/ 
Maus) 
GGA ACC CAC TTA GGT 
GGC A 
TGG ATC TGG TTA GTG 
AAG GT 
275 
LRP6 (Ratte/ 
Maus) 
CCA AAG ATA GAA 
CGT GCT GG 
AGG GAA CCT TTA ACC 
ACT GCC 
191 
Netrin-4 
(Ratte) 
TGG GAA GTG TAT GTG 
TAA GCA 
AGT ATC CCA CCA TGC 
ACC T 
446 
PEDF (Maus) 
CAT GAC ATA GAC CGA 
GAA CTG 
AAG GAC TGT AGC TTC 
ATG TCC 
116 
PEDF (Ratte) 
GAC ATG AAG CTA 
CAG TCC TTG T 
CCC TCC TCA TTC CAC 
TCA AA 
113 
TGF-β2 
(Ratte) 
CCA GTG GTG ATC AGA 
AAA CT 
CAT GCT CCA GCA CAG 
AAG TT 
271 
TTS-2.2 
(Ratte/ Maus) 
AGA GAT GTG CAA 
GCA GGG 
GCA CAG GCA GCA TGT 
TGG 
287 
VEGF (Ratte) 
AGA AAG CCC ATG 
AAG TGG TG 
ACT CCA GGG CTT CAT 
CAT TG 
177 
 
Die Sequenzen und Amplifikatgrößen wurden der Datenbank des NCBI (National Center for 
Biotechnology) entnommen (NCBI National Center for Biotechnology Information 2015). 
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Die Oligonukleotide wurden von Thermo Fisher Scientific Inc. und BioTeZ Berlin Buch 
GmbH bezogen. 
 
4.4.2 RNA-Isolation 
 
Für die Isolation der RNA aus den Zellen wurde der InviTrap® Spin Universal RNA Mini Kit 
2012 von STRATEC Biomedical AG verwendet. Diese Methode basiert auf der Bindung der 
RNA an einen Membranfilter in den verwendeten Säulen. 
Die Durchführung der RNA-Isolation erfolgte streng nach Vorschrift des Herstellers. Die 
Zellen wurden durch Zugabe eines Lysepuffers in Gegenwart von 1% β-Mercaptoethanol 
lysiert. Das Lysat wurde durch einen DNA-bindenden Filter in ein Auffanggefäß 
abzentrifugiert. Dem nun von DNA gereinigten RNA-Lysat wurde Ethanol zugegeben und 
diese Lösung durch einen RNA-Filter zentrifugiert. Die im Filter befindliche Total-RNA 
wurde durch 3-malige Zugabe eines Waschpuffers und anschließendes Abzentrifugieren 
gewaschen. Zuletzt wurde die RNA durch Zugabe von Wasser aus dem Filter eluiert und in 
ein Auffanggefäß abzentrifugiert. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C 
gelagert. 
 
4.4.3 Umschreibung von RNA in cDNA 
 
Die aus retinalen Zellen gewonnene Total-RNA wurde mithilfe des folgenden Ansatzes in 
cDNA umgeschrieben. 11 µl RNA-Lösung wurden 1 µl Oligo-dT15 Primer zugesetzt. Die 
Lösung wurde für 10 min bei 70°C im Wasserbad inkubiert, um optimale Bedingungen für 
die Anlagerung der Primer zu schaffen. Die Reverse Transkriptase war, gemeinsam mit 
anderen Zusätzen, in einem Mastermix enthalten. Davon wurden 8 µl jeder Probe zugesetzt. 
Der Mastermix setzte sich wie folgt zusammen (siehe Tabelle 10):  
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Tabelle 10: Ansatz des PCR-Mastermix zur RNA-Umschreibung 
Reagenz Menge 
H2O 0,9 µl 
5x Reaktionspuffer 4 µl 
dNTPs (10 mM) 2 µl 
RNasin 0,1 µl 
Revert Aid Reverse Transcriptase 1 µl 
 
Die Reverse Transkription erfolgte in einem Thermocycler nach folgendem Schema (siehe 
Tabelle 11). 
Tabelle 11: Programm für die PCR zur RNA-Umschreibung 
Schritt Temperatur Dauer 
1 42°C 2 min 
2 42°C 58 min 
3 70°C 10 min 
4 4°C ∞ 
 
Nach Abschluss der Reaktionen im Thermocycler wurde den Proben 2 µl tRNA-Lösung 
(10μg/ml) zur Stabilisierung der cDNA zugegeben und die Proben anschließend bei -80°C 
gelagert. 
 
4.4.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerasekettenreaktion diente der Amplifikation von DNA. Dabei wird durch eine 
DNA-Polymerase DNA in DNA umgeschrieben und somit Zyklus für Zyklus vermehrt. Als 
Ausgangsstoffe wurden der Polymerase Nukleotide und Primer zur Verfügung gestellt, sodass 
ein Mastermixansatz wie folgt aussah (siehe Tabelle 12). 
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Tabelle 12: Reaktionsansatz für die RT-PCR 
Reagenz Menge 
H2O 12 µl 
5x Crimson Taq Reaction Buffer (5x) 4 µl 
Vorwärtsprimer (2,5 µM) 1 µl 
Rückwärtsprimer (2,5 µM) 1 µl 
dNTPs 0,4 µl 
Crimson Taq DNA Polymerase (5000 U/ml) 0,1 µl 
cDNA-Template 1,5 µl 
gesamt 20 µl 
 
Je nach Gen und Spezies wurde dieser Ansatz für die variierenden Zugaben an DNA-Probe 
durch Anpassung des Wasseranteils auf ein Gesamtvolumen von 20 µl modifiziert. Für jeden 
Mastermixansatz wurde eine Negativkontrolle durch Zugabe von Wasser anstatt DNA 
pipettiert. Der Reaktionsansatz von 20 µl wurde in Eppendorfgefäße pipettiert und für den 
Ablauf der Reaktion in einen Thermocycler überführt. Die DNA wurde mit folgendem 
Programm amplifiziert (siehe Tabelle 13). 
Tabelle 13: RT-PCR-Programm 
Schritt Temperatur Dauer 
1 94°C 30 sec 
2 94°C 20 sec 
3 58°C 30 sec 
4 68°C 30 sec 
5 39 malige Wiederholung Schritt 2-4 
6 68°C 5 min 
7 4°C ∞ 
 
Im Anschluss wurden die Proben bei -20°C gelagert. 
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4.4.5 Agarosegelelektrophorese 
 
Die Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten entsprechend ihrer 
Größe in einem Agarosegel. Das elektrophoretische Prinzip beruht auf der Wanderung von 
Ladungsträgern in einem elektrischen Feld. Die negativ geladene DNA wandert durch das Gel 
zur Anode, wobei kleine DNA-Fragmente schneller und damit weiter im Gel wandern als 
große.  
Für das Gel wurden 2,7 g Agarose unter Aufkochen in einer Mikrowelle in 150 ml TAE-
Puffer aufgelöst (ergibt 1,8 % -iges Gel) und zum Auspolymerisieren in eine 
Gelelekrophoresekammer gegossen. Der TAE-Puffer (Stammlösung) setzte sich wie folgt 
zusammen (siehe Tabelle 14): 
Tabelle 14: Zusammensetzung des TAE-Puffer (50 x): 
Reagenz Menge 
Tris 121 g 
Eisessig 28,6 ml 
EDTA (0,5M) 50 ml 
 
Nach erfolgter RT-PCR wurden die Proben mit 4 µl Probenpuffer (10 mM Tris-EDTA; 50 % 
Saccharose; 0,1 % Phenolrot) versetzt und in Vertiefungen eines Agarosegels aufgetragen. 
Als Größenreferenz wurde in eine Spur des Gels 8 µl der DNA-Leiter gegeben. Nach Anlegen 
einer Spannungsquelle von 130 V liefen die Proben zwischen 30 - 60 min durch das Gel. Um 
die DNA-Banden sichtbar zu machen, wurde das Gel in Anschluss für 30 min in eine 
Ethidiumbromid-Lösung überführt. Die Banden wurden durch UV-Beleuchtung in einem 
Transilluminator dargestellt und mittels Kamera dokumentiert. 
 
4.4.6 Quantitative Real-Time-PCR  
 
Die quantitative Real-Time-PCR ähnelt der PCR (s. oben), dient jedoch der Quantifizierung 
der amplifizierten DNA-Menge. Die Quantifizierung erfolgte mit einer fluoreszierenden 
interkalierenden Substanz (SybrGreen), sodass der Anstieg der Fluoreszenz in der Probe ein 
Maß für die Menge an Amplifikaten in der Probe darstellte. Die Fluoreszenz wurde 
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kontinuierlich gemessen. Der Zyklus, bei dem die Fluoreszenz der Probe erstmals den 
Hintergrundwert der Fluoreszenz übersteigt, wird als CT- Wert (cycle treshold) bezeichnet. 
Dieser Wert war von der eingesetzten Konzentration der cDNA abhängig. Aus ihm wurde die 
relative Expression des Gens in der Probe berechnet. Jede Messung wurde mit Hilfe eines 
sogenannten Haushaltsgens, in dieser Arbeit β-Aktin, welches in den Zellen kaum reguliert 
wird, normalisiert. Dies diente der Varianzreduzierung der Ergebnisse, weil Material und 
Gewebeffekte, sowie eventuelle Fehler der Real-Time-PCR das Zielgen und das Haushaltsgen 
in einer Probe gleichermaßen betrafen. Es wurde von dem gemessenen Zielgen, nach Bezug 
auf das Haushaltsgen, darauf zurückgeschlossen, wie stark das gesuchte Zielgen exprimiert 
wurde (Rasmussen 2001). Für die Untersuchungen zu den Einflüssen der Kokultur bzw. der 
Hypoxie wurde die homotypische Kultur unter normoxischen Bedingungen als 
Standardbedingung festgesetzt. Für die Proben unter konditionierten Bedingungen wurden, 
bezogen auf die Kultur unter Standardbedingungen, relative Expressionswerte berechnet. 
Diese relative Expression (x) aller Gene (mit Ausnahme des IL-6, s. unten) wurde nach der 
∆∆CT-Methode (Livak und Schmittgen 2001) berechnet: 
  ∆CT = CT Haushaltsgen – CT Zielgen 
  ∆∆CT= ∆CT Standardbedingung – ∆CT konditionierte Bedingung 
  x= 2-∆∆CT 
Für jedes Gen wurde in den Messungen eine Negativkontrolle, welche Wasser anstatt DNA 
enthielt, mitgeführt. Sie diente dazu, Verunreinigungen der Reagenzien und damit 
Verfälschungen der Ergebnisse auszuschließen. Der Ansatz für eine Probe sah wie folgt aus 
(siehe Tabelle 15): 
Tabelle 15: Reaktionsansatz für die Real-Time-PCR 
Reagenz Menge 
H2O 4,38 µl 
Vorwärtsprimer (50 µM) 0,06 µl 
Rückwärtsprimer (50 µM) 0,06 µl 
qPCR Mastermix 7,5 µl 
DNA 3 µl 
gesamt 15 µl 
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Diese Ansätze wurden in eine Mikrotiterplatte (RMC) bzw. einzelne Tubes (RGC) vorgelegt 
und mit einem Real-Time-PCR-Detektionsgerät der Firma Bio-Rad Laboratories GmbH 
gemessen. Dabei wurde die DNA mit folgendem Programm amplifiziert (siehe Tabelle 16). 
Tabelle 16: Real-Time-PCR-Programm 
Schritt Temperatur Dauer 
1 95°C 6 min 
2 95°C 10 sec 
3 58°C 25 sec 
4 72°C 25 sec 
5 48 malige Wiederholung von Schritt 2-4 
6 95°C 1 min 
7 55°C 1 min 
8 55°C –95°C 10 sec 
9 
80 malige Wiederholung von Schritt 7 mit jeweiligem 
Temperaturanstieg um 0,5°C 
10 72°C 2 min 
11 4°C ∞ 
 
Die Auswertung erfolgte anhand der Quantifikations- und Schmelzkurven. Durch Berechnung 
der relativen Expression der Proben bezogen auf die Kontrollprobe, ergab sich, dass diese 
durch die mathematische Festsetzung auf „1“ keinen Schwankungen unterlag. Jedoch ließen 
sich durch Auswertung der absoluten Expressionswerte interexperimentelle Schwankungen 
der Kontrollprobe mit einem Variationskoeffizient von 22 %bis 44 % berechnen. 
 
Effizienz der quantitativen Real-Time-PCR  
Um die Genauigkeit der Messergebnisse zu überprüfen, wurde eine serielle Verdünnungsreihe 
(Faktor 2) ausgewählter repräsentativer cDNA-Proben pipettiert. Die erhaltenen CT-Werte 
wurden gegenüber dem Logarithmus der Verdünnung aufgetragen und durch lineare 
Regression einer Geraden angenähert (siehe Abbildung 5). 
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Beispiel für Maus-β-Aktin und Maus-PEDF: 
 
Abbildung 5: Effizienz der Real-Time-PCR für Maus-β-Aktin und Maus-PEDF: ∆CT-Werte in Abhängigkeit des 
negativ dekadischen Logarithmus der Konzentration der Probe in der Verdünnungsreihe: Anstieg (a) der Standardkurve von 
Maus-β-Aktin = -3,28; Anstieg (a) der Standardkurve von Maus-PEDF = -3,51 
 
Der Anstieg der so entstandenen Standardkurve war ein Maß der Effizienz, sodass mithilfe 
folgender Gleichungen die Effizienz „E“ aus dem Anstieg „a“ errechnet wurde (Pfaffl 2001). 
 
  E=10 (-1/a)      bzw. 
  E (in %)=(10 (-1/a) -1)*100% 
 
Für die in der Real-Time-PCR verwendeten Primerpaare ergaben sich folgende Effizienzen 
(siehe Tabelle 17): 
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Tabelle 17: Effizienz der Real-Time-PCR 
Spezies Gen Effizienz Effizienz in % 
Maus 
β-Aktin 2,019 101,9 
PEDF 1,930 93,0 
Ratte 
β-Aktin 2,108 110,8 
PEDF 2,047 104,7 
VEGF 2,019 101,9 
IL-6 1,684 68,4 
Netrin-4 1,932 93,2 
TGF-β2 1,900 90,0 
 
Die Berechnung der relativen Genexpression mit der ∆∆CT-Methode ist nur bei Annahme 
gleicher, optimaler Effizienzen (100%) der Amplifikation des Haushaltsgens bzw. des 
Zielgens zulässig (Pfaffl 2001). Für eine Abweichung bis zu 10 % wurden gleiche Effizienzen 
im Sinne von 100%, entspricht einer Effizienz von 2, für die Berechnungen angenommen. Im 
Falle von IL-6 ergaben sich jedoch größere Abweichungen der Effizienz von der von β-Aktin, 
sodass in den jeweiligen Experimenten die Bestimmung der relativen Expression (x) des IL-6 
unter Einbezug der Effizienz (E) nach folgender Formel erfolgte (Pfaffl 2001). 
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4.4.7 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
 
Um von den Zellen sezernierte Mediatoren zu messen, wurde sich der Methode des ELISA 
bedient. In einer mit Antikörpern beschichteten Mikrotiterplatte wurde der untersuchte Faktor 
aus den Zellüberständen gebunden und anschließend durch Zugabe eines Detektions-
Antikörpers einer Analyse zugänglich gemacht. Dieser Antikörper war mit einem Enzym 
konjugiert, welches ein Substrat umsetzte und einen Farbwechsel der Probe verursachte. Der 
Umsatz des Substrates und damit die Menge des im Überstand enthaltenen Zytokin wurde 
photometrisch bestimmt. Durch Mitführen einer seriellen Verdünnungsreihe definierter 
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Konzentrationen des Analysates und Generierung einer Standardkurve wurde für jede 
gemessene Extinktion eine Konzentration des Faktors bestimmt. Für den Ratten-PEDF- und 
Ratten-VEGF-ELISA wurden Reagenzien der Firma R&D Systems Inc. verwendet und streng 
nach Vorschrift des Herstellers vorgegangen. 
 
4.5 Lichtmikroskopische Verfahren 
4.5.1 Material 
Tabelle 18: Verwendete Geräte und Materialien (Lichtmikroskopie) 
Produkt Firma 
Abzug 
Köttermann GmbH & Co. KG, Uetze/ 
Hänigsen 
Deckglas 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
Fluoreszenzmikroskop (Axiophot 2) Zeiss, Oberkochen 
Objektträger 
Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
(USA) 
 
Tabelle 19: Verwendete Chemikalien und Reagenzien (Lichtmikroskopie) 
Produkt Firma 
Calcein-AM Invitrogen 
DAPI Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
DPBS Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
Eindeckmedium 
DCS Innovative Diagnostik-Systeme Dr. 
Christian Sartori GmbH & Co. KG, Hamburg 
FKS Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
H2O (Aqua ad iniectabilia) Braun, Melsungen 
PBS Gibco Life Technologies GmbH, Darmstadt 
PFA Merck KGaA, Darmstadt 
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4.5.3 Vitalitätsbestimmung 
 
Um die Vitalität von RGC zu analysieren, wurde mit einem Doppelfluoreszenzverfahren 
gearbeitet. Die Fluoreszenzfärbung mit Calcein-AM diente der Anfärbung lebender Zellen. 
Lebendige Zellen weisen ubiquitär eine Esteraseaktivität in ihrem Zytoplasma auf, welche 
Calcein-AM spaltet, sodass eine grüne Fluoreszenz bei 520 nm entsteht (Grieshaber, et al. 
2010). Gleichzeitig wurde der Zellkern aller Zellen (vital und avital) mit DAPI angefärbt, 
sodass er blau fluoreszierte. Mit einem entsprechenden Lichtfilter wurden die Zellen unter 
einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und der Anteil an lebendigen Zellen bestimmt. 
Die RGC-Glasplättchen wurden in eine 12-Kavitätenplatte gelegt und vorsichtig mit DPBS 
gewaschen, um eventuelle extrazelluläre Esteraseaktivität zu entfernen. Es wurde ca. 450 µl 
erwärmtes Calcein-AM (2 µM in DPBS) pro Kavität zugegeben und für 45 Minuten im 
Brutschrank inkubiert. Für die Fixierung der Zellen wurde im Anschluss 500 µl PFA-Lösung 
(1%) hinzugegeben und die Platte auf Eis gestellt. Diese Reaktion wurde nach 25 Minuten 
durch einige Tropfen einer Lösung aus PBS und FKS (im Verhältnis 1:1) beendet. Danach 
wurde 500 µl DAPI (1µg/ml) für 5 Minuten zugegeben und anschließend mit 500 µl DPBS 
gespült. Die Glasplättchen wurden dunkel gehalten, bei Raumtemperatur getrocknet und mit 
einem Tropfen Eindecklösung auf einem Objektträger fixiert. Danach wurden die Zellen unter 
einem Fluoreszenzmikroskop (Axiophot 2; Zeiss; Oberkochen) betrachtet. Zur Bestimmung 
der Vitalität wurde unter Anregung der DAPI-Fluoreszenz (358 nm) ein Bildausschnitt mit 
mehreren Zellkernen aufgesucht und fotografiert. Durch Anregung der Calcein-Fluoreszenz  
(520 nm) konnte dann derselbe Bildausschnitt mit lebendigen Zellen fotografiert werden. Auf 
diese Weise wurde pro Bildausschnitt der Anteil der überlebenden Zellen bestimmt (siehe 
Abbildung 6). 
 
 
 
 
 
 Abbildung 6: Vitalitätsbestimmung: A: vier Maus-RGC in einem Bildausschnitt (DAPI-
Fluoreszenz); B: zwei Maus-RGC in selbigem Bildausschnitt wie A (Calcein-AM-Fluoreszenz); 
Vitalität= 50%; Maßstabsbalken= 20 µm 
B A 
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4.5.4 Axonlängenmessung 
 
Für die Ausmessung der Länge von Ganglienzellaxonen dienten ebenfalls mit Calcein-AM 
angefärbte RGC auf Glasplättchen. Aus jedem Bildausschnitt wurde das jeweils längste, 
komplett zu verfolgende Axon ausgewählt und in seiner Länge bestimmt. Die Ausmessung  
erfolgte mit dem Programm Image J. Durch Aufteilung des Axons in mehrere Strecken, 
welche in Pixel gemessen wurden, konnte eine Gesamtlänge bestimmt werden. Durch die 
Wahl möglichst vieler Strecken wurde ermöglicht, dem Axonverlauf genau zu folgen 
(siehe Abbildung 7). 
 
 
4.6 Allgemeine Gebrauchsgegenstände 
 
Tabelle 20: allgemeine Gebrauchsgegenstände 
Produkt Firma 
Kavitätenplatten (mit 6 bzw. 12 
Vertiefungen) 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Gewebekulturflasche (75 cm2) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Glasplättchen (Ø 15 mm; 1,77 cm2) Thermo Fisher Scientific Inc., Massachusetts 
A B 
Abbildung 7: Darstellung der Axonlängenmessung am Beispiel einer Aufnahme: A Originalbild; B: Bildausschnitt 
mit Unterteilung des Axons und Ausmessung der Strecken: Pfeil 1=135,82 Pixel; 2=191,92; 3=41,99; 4=101,72; 
5=102,13; 6=202,69; 7=194,16; 8=119,50; 9=64,44; 10=30,13; 11=127,30; gesamt =1311,80 Pixel (Maßstabsbalken= 20 
µm =135,70 Pixel) 
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Produkt Firma 
(USA) 
Pasteurpipetten Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 
Petrischale (Ø 10cm, 15 cm) (Falcon) Corning GmbH HQ, Wiesbaden 
Reagenzröhrchen Cellstar® Tubes PP (15 ml; 
50 ml) 
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
Reagiergefäße (0,5 ml; 1,5 ml) Sarstedt AG & Co., Nürnbrecht 
 
4.7 Verwendete Software 
Die Dokumentation der entstandenen Banden aus der Agarosegelelektrophorese erfolgte 
mithilfe der Anwendung Quantity One (Quantity One, BioRad-Laboratories GmbH, 
Kalifornien, USA). Zur Auswertung der Real-Time-PCR kam das Programm MyiQ™ 
(MyiQ™, BioRad-Laboratories GmbH, Kalifornien, USA) zum Einsatz. Die 
Fluoreszenzfotografien wurden über das Programm AxioVision Rel. 4.8 (AxioVision, Zeiss, 
Oberkochen) erstellt. Die Auswertung der Vitalität der Ganglienzellen und Ausmessung der 
Axonlänge erfolgten über ImageJ (ImageJ, National Institutes of Health, USA). Die 
Bearbeitung der Fotos erfolgte über Adobe® Photoshop® CS2 Version 9.0 (Adobe systems 
Inc., USA) und Microsoft® Paint. Microsoft® Excel, Word und Powerpoint (Microsoft® 
Corporation; Redmond, Washington, USA) dienten der Datenerhebung und -verarbeitung. 
Zur statistischen Auswertung der erhobenen Daten kam SigmaStat (SigmaStat, Systat 
Software GmbH, Erkrath) zur Anwendung. 
4.7.1 Statistik 
 
Die Experimente wurden mehrfach wiederholt und die Anzahl als „n“ jeweils angegeben. Die 
R28-Zellen stammten aus unterschiedlichen Passagen und die Ratten-Müllerzellen bzw. RGC 
aus unterschiedlichen Versuchstieren. Zu den einzelnen Proben der verschiedenen 
Experimente fanden im Anschluss mehrere Messungen statt, welche mittels der Parameter 
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD) und Standardabweichung des Mittelwerts 
(SEM) ausgewertet wurden. Die Ergebnisdarstellung erfolgte als MW ± SEM. Als 
statistischer Test zur Bestimmung des Signifikanzwertes (p-Wert) wurde der ANOVA-Test 
eingesetzt. Als Ausnahme diente die Berechnung des Signifikanzwertes bei der Analyse von 
Unterschieden zu einer Referenzkultur. Dies erfolgte über den Einstichproben-t-Test. Für 
p < 0,05 wurde statistische Signifikanz angenommen.  
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5.  Ergebnisse 
 
5.1 Expression von Mediatoren durch gliale Müllerzellen und retinale 
Ganglienzellen 
 
Die hier vorgestellten experimentellen Arbeiten basierten auf der Vorstellung, dass RMC das 
Überleben von RGC fördern können, indem sie lösliche Mediatoren sezernieren, die 
neuroprotektiv wirken. Um zu zeigen, dass bestimmte neuroprotektive bzw. mit dem 
zellulären Überleben assoziierte Mediatoren durch RMC oder RGC exprimiert werden, 
wurden mRNA-Transkripte dieser Zellen analysiert. Hierzu wurde RNA aus den Zellen 
isoliert und im Anschluss einer RT-PCR zugeführt. In der folgenden Elektrophorese ergab 
sich für die Genprodukte eine dem jeweiligen Amplicon entsprechende Bande für die PCR-
Produkte. 
 
5.1.1 Expression glialer Mediatoren 
 
Zunächst wurde die mRNA-Expression von PEDF, VEGF, IL-6, TGF-β2 und Netrin-4 sowie 
der PEDF-Rezeptoren RPSA, LRP6 und TTS-2.2 durch RMC untersucht. Eine Demonstration 
der β-Aktin- Expression, die in den Real-time-PCR-Experimenten zur Normalisierung der 
Daten genutzt wurde, erfolgte ebenfalls. Es konnte die Integrität der PCR-Produkte bei 
Anwendung der jeweiligen Oligonukleotide überprüft werden, was insbesondere deshalb von 
Interesse war, weil die Primer für nachfolgende Real-Time-PCR-Analysen eingesetzt wurden. 
Es ließ sich eine Expression von PEDF und VEGF durch RMC nachweisen. Eine Expression 
in RMC konnte weiterhin für IL-6 sowie für TGF-β2, Netrin-4 und β-Aktin gezeigt werden. 
Zusätzlich wurden die PEDF-Rezeptoren (RPSA, LRP6 und TTS-2.2) in den Müllerzellen 
exprimiert (siehe Abbildung 8). 
 
 
 
 Abbildung 8: Ergebnisse der RT-PCR 
Es erfolgten Amplifikationen von PEDF, VEGF und IL
RMC. Als Vergleich sind die Ergebnisse 
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5.1.2 Expression von PEDF und PEDF
 
Nachdem die Expression von für diese Arbeit bedeutsamen
nachgewiesen wurde, interessierte nun, 
wurde analog zu den Müllerzellen auch hier RNA isol
cDNA-Proben wurde durch den Nachweis der Expression von
RGC überprüft. Bedeutsam für diese Arbeit war
Mediators PEDF nachweisen ließ
dass die Transkripte für TTS-2.2
exprimiert werden. Für den PEDF
nachweisen, sodass hier von einem u
Müllerzellen ausgegangen werden kann
 
Für die RGC lässt sich zusammenfassend sagen, dass 
sich eine Differenz in der Expression von 
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Abbildung 10: Ergebnisse der RT-PCR für die Amplifikation von 
cDNA aus R28-Zellen:  
Es erfolgten Amplifikationen von TTS-2.2, LRP6 und RPSA-cDNA 
nach Isolation von RNA aus R28-Zellen. 
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Hinsicht, dass beide Zellpopulationen zwar die Transkripte für TTS-2.2 und RPSA 
exprimieren, jedoch eine Expression von LRP6 in den RGC nicht nachweisbar war. 
 
5.1.3 Expression von PEDF-Rezeptoren durch R28-Zellen 
 
Vor dem Hintergrund des unterschiedlichen PEDF-Rezeptorbesatzes zwischen RGC und 
RMC wurden weiterhin vergleichende RT-PCR-Analysen von R28-Zellen durchgeführt. 
Diese Experimente zeigten, ähnlich der Konstellation bei Ratten-Müllerzellen, eine 
Expression der PEDF-Rezeptoren TTS-2.2, RPSA und LRP6 (siehe Abbildung 10). 
 
  
 
 
5.2 Regulation der Expression neuroprotektiver Mediatoren durch retinale 
Ganglienzellen und gliale Müllerzellen 
 
5.2.1 Regulation von PEDF 
 
Nach dem Nachweis der PEDF-Expression in RGC und RMC wurde auf mRNA-Ebene 
untersucht, inwieweit unter verschiedenen Bedingungen, die der physiologischen bzw. 
pathologischen Situation in der Retina nahe kommen, die PEDF-Expression einer Regulation 
unterliegt. Um die vermuteten Expressionsunterschiede nachzuweisen, wurden sowohl RGC 
als auch RMC für 24 Stunden unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen 
(0,02 % O2) als homotypische Kultur inkubiert. Des Weiteren wurden Kokulturen beider 
Zellpopulationen angelegt und ebenfalls über 24 Stunden unter Normoxie bzw. Hypoxie 
kultiviert. Diese Untersuchungen zur Regulation auf mRNA-Ebene wurden mittels Real-
Time-PCR durchgeführt. Für die gemessenen CT-Werte wurde unter Bezug auf die CT-Werte 
der Referenz-Kultur (normoxische homotypische Kultur) die relative mRNA-Expression 
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bestimmt. Die Integrität der amplifizierten DNA unter Verwendung der dabei eingesetzten 
Primer wurde kontrolliert und ist unter 5.1 gezeigt. 
 
5.2.1.1  Regulation der PEDF-Expression durch RGC 
 
In diesen Untersuchungen zur Regulation von PEDF in RGC zeigte sich in der homotypischen 
RGC-Kultur eine Tendenz zur hypoxieinduzierten Herunterregulation der PEDF-Expression. 
Auch in den Kokulturen wiesen die RGC der hypoxischen Kultur im Mittel eine geringere 
PEDF-Expression auf, als die der Kokultur unter normoxischen Bedingungen. Bei 
Anwesenheit von Gliazellen in den Kokulturen zeigte sich die Tendenz zur vermehrten 
PEDF-Expression durch die RGC sowohl unter normoxischen als auch unter hypoxischen 
Bedingungen. Dabei wurde für die RGC der hypoxischen Kokultur ein signifikanter Anstieg 
der PEDF-Expression gegenüber den RGC der hypoxischen homotypischen Kultur beobachtet 
(siehe Abbildung 11). 
Abbildung 11: Relative PEDF-mRNA-
Expression durch RGC (n=3-4):  
Alle Messwerte wurden auf die Referenz-Kultur 
(homotypische Kultur unter Normoxie) bezogen.  
Die hypoxische Kokultur zeigte einen 
signifikanten Anstieg der PEDF-Expression 
gegenüber der hypoxischen homotypischen RGC-
Kultur (* p < 0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
Diese Experimente sprechen dafür, dass die PEDF- Expression in RGC unter Hypoxie durch 
gliale Mediatoren gefördert wurde. Die Daten legen auch nahe, dass dieser Effekt seine Basis 
in der Freisetzung von Mediatoren hat, die schon unter physiologischen Bedingungen zu einer 
erhöhten PEDF-Expression in RGC beitragen. 
 
48 
 
0
1
2
3
Homotypische Kultur Kokultur
re
la
ti
ve
 E
xp
re
ss
io
n
Relative PEDF-Expression durch 
RMC
Normoxie
Hypoxie
*
5.2.1.2  Regulation der PEDF-Expression durch RMC 
 
Da die Anwesenheit von RMC (in den Kokulturen) unter Hypoxie zu einem signifikanten 
Anstieg der PEDF-Expression in RGC führte, wurde die Frage aufgeworfen, inwieweit in 
RMC-Kulturen auch eine Regulation der PEDF-Expression erfolgt. In Müllerzellen zeigte 
sich, dass die PEDF-Expression in der homotypischen Kultur unter Hypoxie signifikant 
anstieg. Die Anwesenheit von RGC in den Kokulturen veränderte die PEDF-Expression durch 
Müllerzellen kaum und die in den homotypischen RMC-Kulturen beobachtete 
hypoxieinduzierte PEDF-Hochregulation war in den Kokulturen nicht nachweisbar 
(siehe Abbildung 12).  
Abbildung 12: Relative PEDF-mRNA-
Expression durch RMC (n=4-6):  
Alle Messwerte wurden auf die Referenz-Kultur 
(homotypische Kultur unter Normoxie) bezogen. 
Es zeigt sich eine signifikante Hochregulation der 
PEDF-Expression in der homotypischen Kultur 
unter Hypoxie bezogen auf die Referenz-
Kultur (* p < 0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es lässt sich festhalten, dass der Faktor Hypoxie sowohl in RGC als auch in RMC einen 
großen Einfluss auf die Expression der PEDF-mRNA ausübt. Eine wichtige Schlussfolgerung 
aus den Experimenten war, dass RGC und RMC PEDF unter Hypoxie in gegensätzliche 
Richtungen regulieren. So zeigte sich in der homotypischen RGC-Kultur eher eine Tendenz 
zur Herunterregulation der PEDF-Expression, während in der homotypischen RMC-Kultur 
eine signifikante Hochregulation der PEDF-Expression unter hypoxischen Bedingungen zu 
beobachten war. Die Anwesenheit von RMC sichert offenbar eine erhöhte PEDF-Expression 
durch RGC. Möglicherweise wird hierdurch eine anhaltende autokrine Stimulation der RGC 
durch PEDF unterstützt, da RGC funktionelle PEDF-Rezeptoren ausprägen (siehe 
Abbildung 9 und Eichler, et al. 2017).  
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5.2.1.3  Untersuchungen zur Sekretion von PEDF in Zellkulturüberstände von 
RGC und RMC 
 
Nachdem PEDF hinsichtlich seiner Regulation auf mRNA-Ebene in RGC und RMC 
untersucht wurde, interessierte auch die Konzentration des PEDF in den Überständen der 
jeweiligen homotypischen Kulturen und Kokulturen unter normoxischen und hypoxischen 
Bedingungen. Dafür wurden die ursprünglich (bei der Anlage der Kulturen) mediatorfreien 
Überstände nach 24-stündiger Inkubation mittels ELISA auf das Vorkommen von PEDF-
Protein untersucht. 
In den Überständen der homotypischen RGC gelang weder unter Normoxie, noch unter 
Hypoxie ein Nachweis von PEDF (nicht dargestellt). Allerdings konnte PEDF in den 
Überständen der Kokulturen nachgewiesen werden, sodass hier eine Gegenüberstellung der 
PEDF-Konzentrationen aus den Überständen der Kokulturen unter Normoxie und Hypoxie 
für die einzelnen Experimente erfolgte. Einschränkend muss allerdings gesagt werden, dass 
der benutzte ELISA aufgrund von Kreuzreaktivitäten nicht zwischen Ratten- und Maus-PEDF 
unterscheiden konnte. Eine eindeutige Regulation für PEDF in den Überständen der 
Kokulturen ließ sich nicht herausarbeiten (siehe Abbildung 13). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Abbildung 13: PEDF-Konzentrationen in Zellkulturüberstände von RGC-RMC-
Kokulturen:  
Dargestellt sind die Konzentrationen von PEDF in den Überständen der Kokulturen unter 
Normoxie und Hypoxie für drei Experimente. 
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5.2.2 Regulation von VEGF 
 
Nachdem sich bei der Untersuchung des neuroprotektiven Faktors PEDF deutliche Effekte 
bezüglich seiner Regulation in homotypischen RGC- und RMC-Kulturen auf mRNA-Ebene 
unter Hypoxie zeigten, interessierte als nächstes die Regulation des ebenfalls 
neuroprotektiven und auch durch Hypoxie induzierbaren Zytokins VEGF. Im Gegensatz zu 
RMC gelang in RGC kein zuverlässiger Nachweis von VEGF-mRNA. 
 
5.2.2.1  Regulation der VEGF-Expression durch RMC 
 
Auf Grund dessen, dass ein deutlicher Unterschied der PEDF-Expression unter Normoxie und 
Hypoxie in RMC in homotypischen Kulturen auftrat, wurde die Expression von VEGF, ein 
Faktor, der als Gegenspieler von PEDF gilt, genauer untersucht. Auch hier wurden 
homotypische Kulturen und Kokulturen in der oben beschriebenen Weise angelegt und die 
Expression dieses Mediators mittels Real-Time-PCR analysiert.  
Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der VEGF- Expression in homotypischen RMC-
Kulturen unter hypoxischen Bedingungen. Auch in der Kokultur mit RGC zeigte sich der 
Effekt der Hochregulation der VEGF- Expression in den RMC unter Hypoxie. Der Anstieg 
der VEGF-Expression in den jeweiligen hypoxischen Kulturen auf das etwa 20-fache im 
Vergleich zu der homotypischen normoxischen Referenzkultur erwies sich als statistisch 
signifikant. Die Untersuchung eines möglichen Einflusses neuronaler Faktoren auf die VEGF-
mRNA-Expression wurde durch Anwesenheit von RGC in Kokulturen ermöglicht. In 
Kokulturen zeigten die Gliazellen unter normoxischen Bedingungen eine Tendenz zur 
Hochregulation der VEGF-mRNA-Expression. Die statistische Signifikanz eines 
möglicherweise durch neuronale Faktoren vermittelten Effekts, konnte nicht gesichert werden 
(siehe Abbildung 14). 
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Abbildung 14: Relative VEGF-mRNA-
Expression durch RMC (n=5-6):  
Alle Messwerte wurden auf die Referenz-Kultur 
(homotypische Kultur unter Normoxie) bezogen. 
In den hypoxischen Kulturen zeigte sich eine 
signifikante Hochregulation des VEGF gegenüber 
der Referenz-Kultur (* p <  0,05). In der 
hypoxischen Kokultur zeigte sich ein signifikanter 
Anstieg der Expression gegenüber der 
normoxischen Kokultur (● p < 0,05).  
 
 
 
 
 
 
Aus diesen Ergebnissen lässt sich ableiten, dass die Hypoxie einen sehr großen 
hochregulierenden Effekt auf die VEGF-Expression durch RMC ausübt. Einen Einfluss 
neuronaler Faktoren, die von RGC sezerniert werden, auf die VEGF-Expression durch 
Müllerzellen ist wahrscheinlich, bedarf jedoch weiterer Untersuchungen 
 
5.2.2.2 Untersuchungen zur Sekretion von VEGF in Zellkulturüberstände von 
RGC und RMC 
 
Da der Einfluss der Hypoxie auf die Freisetzung von VEGF durch Müllerzellen aus der 
Literatur bereits hinlänglich bekannt war (Pierce, et al. 1995; Brooks, et al. 1998; Eichler, et 
al. 2000; Lange, et al. 2008), erfolgten weitere Experimente mit dem Ziel, dass VEGF-Niveau 
im Rahmen einer Interaktion mit RGC abzuklären. Deshalb wurde in Zellkulturüberständen 
von RMC-RGC-Kokulturen VEGF mithilfe eines ELISA gemessen und wiederum die VEGF-
Konzentrationen unter Normoxie und Hypoxie gegenübergestellt. 
Der Nachweis des VEGF in den Überständen der homotypischen RGC-Kulturen hatte keinen 
Erfolg. Die wahrscheinlichste Ursache hierfür war die ungenügende Nachweisempfindlichkeit 
des kommerziellen Maus-VEGF-ELISA (Messbereich von 3,9 pg/ml – 25,0 pg/ml Maus-
VEGF). Auch war eine eindeutige Differenzierung zwischen Maus- und Ratten-VEGF 
aufgrund von Kreuzreaktivitäten nicht möglich. Deshalb wird hier eine Gegenüberstellung der 
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Kokulturen gezeigt, in denen somit eher gliales VEGF gemessen wurde. Wie erwartet, zeigte 
sich in drei Experimenten unter Hypoxie eine jeweils höhere VEGF-Konzentration in den 
Kokulturüberständen als unter Normoxie (siehe Abbildung 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es lässt sich zusammenfassen, dass Müllerzellen in homotypischer Kultur, als auch unter den 
Bedingungen einer Interaktion mit RGC bei Hypoxie die VEGF-Expression und Sekretion 
stark hochregulieren. Dabei zeigte sich in RMC ein Anstieg der VEGF-mRNA-Expression 
auf das ca. 20 fache unter Hypoxie. Die Untersuchungen der Kokulturüberstände deuteten 
ebenfalls auf einen Anstieg der VEGF-Konzentration unter Hypoxie hin. Ein potentieller 
Einfluss freigesetzter RGC-Mediatoren müsste in weiterführenden Experimenten weiter 
untersucht werden. 
 
5.2.3 Regulation von IL-6 
 
Nachdem die Untersuchungen zur PEDF- bzw. VEGF-Regulation durch RMC und RGC unter 
Bedingungen der Hypoxie und der Kokultur teils signifikante Ergebnisse im Sinne einer 
Regulation lieferten, wurde als weiterer neuroprotektiver Mediator IL-6 in den Mittelpunkt 
der Untersuchungen gestellt. 
Abbildung 15: VEGF-Konzentrationen in Zellkulturüberstände von RGC-RMC-
Kokulturen: 
Dargestellt sind die Konzentrationen des VEGF in den Überständen der Kokulturen unter 
Normoxie und Hypoxie für drei Experimente. 
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5.2.3.1  Regulation der IL-6-Expression durch RMC 
 
Es wurden Ratten-Müllerzellen auf eine mögliche Regulation ihrer IL-6-Expression auf 
mRNA-Ebene analysiert. Auch hier kam der oben beschriebene Versuchsaufbau mit 
homotypischen und RMC-RGC-Kokulturen und der Kultivierung unter Normoxie und 
Hypoxie zum Einsatz. Dabei zeigten die Zellen der homotypischen RMC-Kultur einen 
signifikanten Anstieg der IL-6-Expression unter Hypoxie. Unter den Bedingungen der 
Normoxie zeigte sich für RMC in Kokulturen eine signifikante Hochregulation der IL-6-
Expression im Vergleich zur homotypischen RMC-Kultur, was darauf hindeutet, dass durch 
RGC freigesetzte Mediatoren die gliale IL-6-Expression beeinflussen. 
Betrachtet man jedoch die hypoxischen Kulturen, ergab sich, dass die Kokultur eine 
signifikante Herunterregulation der IL-6-Expression in RMC im Vergleich mit der 
homotypischen hypoxischen RMC-Kultur aufwies (siehe Abbildung 16).  
Abbildung 16: Relative IL-6-mRNA-Expression 
durch RMC(n=3-5):  
Alle Messwerte wurden auf die Referenz-Kultur 
(homotypische Kultur unter Normoxie) bezogen. 
In der hypoxischen homotypischen Kultur und der 
normoxischen Kokultur  zeigte sich eine 
signifikante Hochregulation des IL-6 gegenüber 
der Referenz-Kultur (* p < 0,05). In der 
hypoxischen Kokultur zeigte sich eine signifikante 
Herunterregulation der IL-6-Expression gegenüber 
der hypoxischen homotypischen Kultur 
(● p < 0,05).   
 
 
 
 
 
 
Es lässt sich festhalten, dass die IL-6-m-RNA-Expression in RMC durch Hypoxie 
hochreguliert wird. Jedoch wird das Ausmaß der Expressionsänderung durch die Anwesenheit 
von Faktoren, die durch RGC sezerniert werden, beeinflusst. Je nach äußeren Bedingungen 
der Norm- oder Hypoxie üben RGC einen hoch- bzw. herunterregulierenden Effekt auf die 
IL-6-mRNA-Expression in RMC aus. 
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5.3 Einfluss von PEDF auf die Expression neuromodulatorischer Mediatoren 
durch RMC 
 
In den bisherigen Experimenten stand u.a. die Produktion von Neuroprotektinen wie PEDF, 
VEGF und IL-6 durch RMC im Mittelpunkt. Da PEDF in der Netzhaut zu finden ist, 
offensichtlich auch infolge einer Produktion durch RGC (siehe 6.2.1), sollte in einer weiteren 
Serie von Experimenten der Einfluss von PEDF auf die Expression ausgewählter Mediatoren 
durch RMC analysiert werden. Dafür wurden RMC über 24 Stunden mit 100 ng/ml PEDF 
versetzt. Anschließend wurde die Regulation der Expression folgender Genprodukte mittels 
Real-Time-PCR untersucht:  VEGF, IL-6, IL-1β, TGF-β2 und Netrin-4. 
Diese Untersuchungen deuteten an, dass die Expression der mRNA von IL-1β und IL-6 in 
RMC unter PEDF-Stimulation ansteigt. Im Falle des Mediators IL-6 zeigte sich eine 
statistisch signifikante Hochregulation um den Faktor 5. Bei diesen Experimenten deutete sich 
ebenso für die Expression von VEGF und Netrin-4 eine Hochregulation unter PEDF-
Stimulation an. Die Expression von TGF-β2 durch RMC war im Gegensatz dazu statistisch 
signifikant herunter reguliert (siehe Abbildung 17). 
 
Abbildung 17: Relative mRNA-Expression ausgewählter Mediatoren durch RMC nach Stimulation mit 100 ng/ml 
PEDF über 24 Stunden (n=3-6):  
Alle Messwerte wurden auf die Referenz-Kultur ohne PEDF-Stimulation (Medium) bezogen. Für die IL-6-Expression ergab 
sich eine signifikante Hochregulation unter PEDF-Stimulation, für die Expression des TGF-β2 eine signifikante 
Herunterregulation gegenüber der Referenzkultur (* p < 0,05). 
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5.4 Einfluss von Hypoxie und der Interaktion mit Müllerzellen auf das 
Überleben und die Axonlänge retinaler Ganglienzellen 
 
Nachdem die Expressionsregulation neuroprotektiver Faktoren unter Hypoxie und in RGC-
RMC-Kokulturen untersucht wurde, interessierte auch das Überleben der RGC nach            
24-stündiger Inkubation unter diesen Bedingungen. Auch die Länge der ausgebildeten Axone 
wurde in dieser Versuchsreihe berücksichtigt. Bei diesen Untersuchungen wurden vitale RGC 
mittels Calcein gefärbt und die Anzahl der fluoreszierenden Zellen unter einem 
Fluoreszenzmikroskop ermittelt. 
 
5.4.1 Überleben retinaler Ganglienzellen unter Hypoxie und in Kokultur mit RMC 
 
Zur Bestimmung der Vitalität der Zellen wurden RGC mit Calcein und DAPI gefärbt 
(s. Material und Methoden). Unter den gewählten Versuchsbedingungen (Entzug von 
Wachstums- / Überlebensfaktoren, s. Material und Methoden) wiesen RGC in der 
homotypischen Kultur unter Normoxie ein Überleben von 53,6 % ± 2,5 % auf. Unter Hypoxie 
zeigten die RGC in der homotypischen Kultur ein geringeres Überleben (31,6 % ± 2,1%). 
Betrachtet man die Bedingungen der Kokultur, so führte die Anwesenheit der Gliazellen zu 
einem jeweils erhöhten Anteil an vitalen RGC sowohl unter Normoxie (68,4 % ± 2,7 %) als 
auch unter Hypoxie (44,8 % ± 2,4 %). Auch in der Kokultur war ein verringertes Überleben 
der RGC unter Hypoxie zu verzeichnen (siehe Abbildung 18).  
Abbildung 18: Vitalität der RGC (n=10-15): Es 
zeigte sich ein erhöhtes Überleben der RGC unter 
normoxischen Bedingungen bzw. in Kokultur 
(* p  < 0,05; ** p  < 0,01; *** p  < 0,001; durch 
Bonferroni t-Test). 
 
 
 
 
* 
*** 
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Diese Ergebnisse unterstützen die Annahme, dass RMC eine neuroprotektive Wirkung auf 
RGC haben. Im Gegensatz dazu scheinen die Bedingungen der Hypoxie einen nachteiligen 
Effekt auf die Vitalität der RGC zu haben. 
 
5.4.2 Axonlänge retinaler Ganglienzellen unter Hypoxie und in Kokultur 
 
Zur Bestimmung der Axonlänge wurde das jeweils längste komplett zu verfolgende Axon pro 
Bildausschnitt vermessen. Es zeigte sich in der homotypischen RGC-Kultur unter Normoxie 
eine durchschnittliche Axonlänge von 80,7 µm ± 15,0 µm. Unter den gewählten Bedingungen 
ließen sich keine deutlichen Differenzen herausarbeiten. Unter Hypoxie schien jedoch die 
Länge der Axone in der homotypischen Kultur mit 73,0 µm ± 20,6 µm im Mittel etwas 
geringer als unter Normoxie. Auch in den Kokulturen ließ sich unter Hypoxie eine Tendenz 
zur geringeren durchschnittliche Axonlänge (76,1 µm ± 20,1 µm) nachweisen als unter 
Normoxie (92,6 µm ± 22,7 µm). Im Vergleich der Kokulturen mit den homotypischen 
Kulturen zeigte sich für die Kokulturen im Mittel die Tendenz zur längeren 
Axonaussprossung, was vermuten lässt, dass auch hier die Anwesenheit der RMC einen 
Einfluss auf die Ganglienzellen und deren Axonlänge ausübt (siehe Abbildung 19).  
Abbildung 19: Axonlänge der RGC (n=7-8): 
Dargestellt sind die Axonlängen der RGC unter 
den Bedingungen der Normoxie und Hypoxie 
sowie in Kokulturen. Es zeigten sich sowohl für 
normoxische Bedingungen als auch für die 
Kokultur Tendenzen zu längeren 
Axonaussprossungen. 
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6.  Diskussion 
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RGC und Ratten-Müllerzellen PEDF 
exprimieren. Dies bestätigt auch Ergebnisse der Arbeiten anderer Arbeitsgruppen (Aymerich 
M.S. 2001; Behling, et al. 2002; Unterlauft, et al. 2012). Für Müllerzellen und R28-Zellen 
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Expression der PEDF-Rezeptoren TTS-2.2, RPSA und 
LRP6 nachgewiesen. Weitere Ergebnisse der hier vorgestellten Untersuchungen zeigten, dass 
RGC TTS-2.2 und RPSA exprimieren. Die bereits publizierte Expression von TTS-2.2 und 
RPSA und ihre Funktion als PEDF-Rezeptor in RGC (Notari, et al. 2006; Bernard, et al. 
2009) konnte mit unseren Ergebnissen bestätigt werden. Die fehlende Expression von LRP6 
in RGC wurde durch mehrere Experimente dieser Arbeit nachgewiesen. Im Einklang hiermit 
scheinen die Ergebnisse von Hu und Kollegen zu stehen, welche bei Untersuchungen an 
Maus-Augen einen Nachweis von LRP6 in RPE-Zellen, retinalen Endothelzellen, RMC und 
in Photorezeptoren, jedoch nicht in RGC, erbrachten (Hu, et al. 2013). R28-Zellen 
exprimieren sowohl Gliazell- als auch neuronale Marker (Seigel, et al. 1996), sodass 
gegebenenfalls die neuronale Differenzierung zu RGC mit einem Verlust der LRP6-
Expression einhergehen könnte. Um endgültig die Aspekte von Expression, Regulation und 
Funktion von LRP6 in RGC zu klären, sind weitere Untersuchungen nötig 
 
 
Die Expression von PEDF in RGC scheint verschiedenen regulatorischen Einflüssen zu 
unterliegen. So zeigte sich in unseren Ergebnissen, dass die PEDF-Expression in RGC unter 
Hypoxie abzunehmen scheint (siehe Abbildung 11). Die Anwesenheit von RMC in RMC-
RGC-Kokulturen führte zu einer Hochregulation der PEDF-Expression durch RGC. Das 
Ausmaß der Hochregulation erreichte unter Hypoxie einen signifikanten Wert. 
Jedoch zeigte sich im Allgemeinen in den hypoxischen Kulturen die Tendenz zur 
verminderten PEDF-Expression durch RGC im Vergleich mit den normoxischen Kulturen. 
PEDF ist seit Langem als Gegenspieler von VEGF und als Angiogenesehemmer bekannt 
(Dawson, et al. 1999). Vor diesem Hintergrund erscheint es schlüssig, dass hypoxische 
Zustände zu einer Herunterregulation von PEDF in RGC führen, um die Angiogenese, als 
(patho-)physiologische Reaktion eines Gewebes auf Sauerstoffentzug, nicht zu hemmen. 
Andererseits könnte die verringerte PEDF-Expression auch auf einen Zustand verringerter 
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Zellaktivität der RGC unter Hypoxie zurückzuführen sein, indem die Zellen durch eine 
verminderte Expression versuchen, den Energie und Nährstoffumsatz zu senken. Auch 
Dawson und Kollegen beschrieben schon 1999 eine verringerte PEDF-Expression unter 
Hypoxie in einer Retinoblastom-Zellinie (Dawson, et al. 1999). Weiterführend konnten auch 
in tierexperimentellen Modellen der ischämieinduzierten Angiogenese ein verringertes 
Niveau der PEDF-Expression gefunden werden (He, et al. 2015). 
Im Gegensatz zu den RGC zeigten sich in den Müllerzellen unter Hypoxie erhöhte PEDF-
Expressionswerte in den homotypischen Kulturen. Dies steht im Einklang mit früheren 
Ergebnissen (Lange, et al. 2008). Die zugrundeliegenden Arbeiten ergaben, dass milde 
Hypoxiegrade von 2,5 bis 10 % O2 zu einer Herunterregulation, strenge Hypoxiebedingungen 
von 0,2 % O2 (die auch in dieser Arbeit zur Anwendung kamen) jedoch zu einer 
Hochregulation der PEDF-Expression in Müllerzellen führen. 
In den Kokulturen schien die Hypoxie keinen Effekt auf die auf die mRNA-Regulation von 
PEDF in den Gliazellen auszuüben (siehe Abbildung 12). Dies lässt vermuten, dass die 
Anwesenheit der RGC die Hochregulation der PEDF-Expression durch Müllerzellen zu 
bremsen vermag. Auf welche Weise sie das tun und welche Funktion dieser Effekt hat, bleibt 
Gegenstand von Spekulationen. So könnte man zur Erklärung zum Beispiel den 
Energiebedarf von Müllerzellen und RGC heranziehen. Müllerzellen, als Gliazellen, haben 
einen geringen Energiebedarf als die neuronalen RGC (Country 2017), könnten also 
gegebenenfalls selbst bei starker Hypoxie (0,2 % O2) auf eine überschießende Angiogenese 
weitestgehend verzichten und PEDF als Angiogenesehemmer hochregulieren. RGC hingegen 
kommen zwar mit Nährstoff- und Sauerstoffentzug deutlich schlechter zurecht (Quigley 1999; 
Vorwerk, et al. 2000), könnten aber die Hochregulation des PEDF bremsen, um eine stärkere 
Angiogenese unter Hypoxie zu induzieren. Die genauen Mechanismen der Interaktion 
zwischen RGC und Müllerzellen werden künftig noch genauer untersucht werden müssen.  
Bei der Untersuchung der Kokulturüberstände auf deren PEDF-Gehalt ließ sich in unseren 
Experimenten aus methodischen Gründen keine Regulation der PEDF-Sekretion durch RGC 
nachweisen (siehe Abbildung 13). Aufgrund einer Kreuzreaktion der im Ratten-PEDF-
ELISA angewandten Antikörper  mit Maus-PEDF waren unsere Ergebnisse der PEDF-
Sekretion in den Kokulturen weder den RGC noch den RMC zuverlässig zuzuordnen. Für 
homotypische RGC-Kulturen konnten in unseren Arbeiten keine PEDF-Sekretion 
nachgewiesen werden. Da jedoch RGC PEDF exprimieren, muss davon ausgegangen werden, 
dass diese Zytokine entweder in den Zellen verbleiben, oder im Falle einer Sekretion in die 
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Umgebung unmittelbar verbraucht werden. Wahrscheinlich war jedoch die 
Nachweisempfindlichkeit des ELISA nicht ausreichend oder es wurde nur eine sehr geringe 
Menge sezerniert. Die PEDF-Sekretion durch RGC bzw. Gliazellen sollte in weiterführenden 
Arbeiten mit einem größeren Zelleinsatz oder empfindlicheren Methoden noch genauer 
untersucht werden. 
 
 
Auch für VEGF gelang der Nachweis, dass dieser Mediator durch Ratten-Müllerzellen 
exprimiert wird. In der Literatur sind zahlreiche Ergebnisse publiziert, die eine 
Hochregulation von VEGF durch retinale Zellen unter Hypoxie zeigen (Shima, et al. 1995; 
Eichler, et al. 2000; Sapieha, et al. 2008). Dies konnte für Müllerzellen auch durch diese 
Arbeit bestätigt werden. Wir wiesen eine signifikante Hochregulation von VEGF auf das circa 
20-fache unter Hypoxie sowohl in der homotypischen Müllerzellkultur, als auch in der 
Kokultur mit RGC nach (siehe Abbildung 14). Für RGC konnte die Expression und 
Regulation von VEGF auf mRNA-Ebene aus methodischen Gründen nicht zweifelsfrei 
geklärt werden. Andere Arbeiten konnten eine Expression von VEGF in RGC nachweisen 
(Lee, et al. 2012). Der Nachweis einer Regulation der Expression von VEGF durch RGC 
unter Hypoxie bedarf also weiterer Klärung. Für die RGC-RMC-Kokulturen konnte mittels 
ELISA ebenfalls der zu erwartende Anstieg der VEGF-Sekretion unter Hypoxie 
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 15). Jedoch wird auch im verwendeten Ratten-
VEGF- ELISA eine Kreuzreaktivität der Anti-Ratten-VEGF-Antikörper mit Maus-VEGF 
beschrieben. In den homotypischen RGC-Überständen ließ sich kein VEGF nachweisen. 
Wahrscheinlich war auch hier die Nachweisempfindlichkeit des verwendeten ELISA nicht 
ausreichend. Daraus ergibt sich jedoch, dass die Ergebnisse aus den RGC-RMC-
Kokulturüberständen mit hoher Wahrscheinlichkeit die VEGF-Sekretion der RMC 
wiederspiegeln. Frühere Ergebnisse bestätigen einen Anstieg der VEGF-Sekretion unter 
Hypoxie (J. Lange, et al. 2008; Brooks, et al. 1998).  
 
Der hypoxiebedingte Anstieg der VEGF-Expression in Müllerzellen und die nachgewiesene 
erhöhte VEGF. Sekretion in Kokulturen könnten einen wichtigen Überlebensfaktor für RGC 
darstellen. Viele visusbedrohende Augenerkrankungen gehen mit Ischämie und erhöhten 
VEGF-Spiegeln einher; z.B. die diabetische Retinopathie (Adamis, et al. 1994) oder auch der 
Zentrale Venenverschluss bzw. Venenastverschluss (Pe'er, et al. 1995). Diese oft 
61 
 
überschießende VEGF-Sekretion leitet den Prozess einer pathologischen Angiogenese bei 
diesen Erkrankungen ein. Diese ist gekennzeichnet durch aberrante Gefäße, die oftmals mit 
Gefäßleckagen und Blutungen einhergehen (Pe'er, et al. 1995). Für VEGF ist beschrieben, 
dass dieser Faktor Leckagen und Fenestrationen an Gefäßendothelien verursachen kann 
(Senger, et al. 1983; Roberts, et al. 1995). Diese Prozesse können durch Komplikationen wie 
Blutungen, Ödeme oder Netzhautablösung in der Folge zu einem irreversiblen Verlust der 
Sehschärfe bis hin zur Erblindung führen. Neuere Modelle verstehen die diabetische 
Retinopathie als Erkrankung, die mit chronischer Neurodegeneration bzw. chronischer 
Entzündung einhergeht (Barber, et al. 2011; Ola, et al. 2012). Für VEGF sind in vielen 
Arbeiten neben proinflammatorischen (Ishida, et al. 2003) auch neuroprotektive 
Eigenschaften beschrieben worden (McCloskey, et al. 2005; Nishijima, et al. 2007; Saint-
Geniez, et al. 2008). Insofern könnte ein erhöhtes VEGF-Niveau auch zu einem verstärkten 
Überleben der RGC bei den genannten Erkrankungen beitragen. Eine VEGF-Stimulation von 
vitalem Retinagewebe mit anschließender Bewertung der Zahl der überlebenden neuronalen 
Zellen, wäre für weitere Untersuchen ein interessanter Ansatz. Es bleibt zu erforschen, auf 
welchen Signalkaskaden VEGF seine proangiogene bzw. neuroprotektive Wirkung entfaltet, 
um hier therapeutisch gezielt die neuroprotektive Wirkung des VEGF zu stärken und den 
RGC-Verlust zu verringern.  
 
 
Neben der Expression von PEDF und VEGF konnte in Ratten-Müllerzellen auch die 
Expression von IL-6, TGF-β2 und Netrin-4 nachgewiesen werden. IL-6 ist als 
proinflammatorisches Zytokin bekannt, welches in der Lage ist, die VEGF-Expression zu 
stimulieren, Mikrogliazellen zu aktivieren und neuroprotektiv auf RGC zu wirken (Liou 2010; 
Cohen, et al. 1996; Bianchi, et al. 2016;Sanchez, et al. 2003). In unseren Untersuchungen 
zeigte sich eine signifikante Hochregulation der IL-6-Expression in Müllerzellen unter 
Hypoxie (siehe Abbildung 16). Diese steht im Einklang mit den Ergebnissen von Tan und 
Kollegen, die eine vermehrte IL-6 Sekretion durch Müllerzellen unter Hypoxie nachweisen 
konnten (Tan, et al. 2015). Dies erscheint schlüssig, wenn man die Ergebnisse von Cohen und 
Kollegen, die IL-6 als Induktor der VEGF-Expression darstellen, betrachtet (Cohen, et al. 
1996). Weiterhin zeigten sich signifikante Effekte der Kokultur. Unter Normoxie bewirkte die 
Anwesenheit von RGC eine Expressionssteigerung von IL-6 in den Müllerzellen, während 
unter Hypoxie das Gegenteil der Fall war (siehe Abbildung 16). Es ist also zu vermuten, dass 
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die Anwesenheit der RGC die Expressionssteigerung von IL-6 durch Müllerzellen unter 
Hypoxie zu bremsen vermag. Das legt die Vermutung nahe, dass RGC über sezernierte 
Faktoren unterschiedliche Signale an Müllerzellen unter Normoxie bzw. Hypoxie vermitteln 
können, welche sich auf die IL-6 Expression auswirken. Auch hier wird der genaue 
Mechanismus dieser Zell-Zell-Interaktion noch genauer zu untersuchen sein.  
 
 
Eine weitere Untersuchungsreihe dieser Arbeit befasste sich mit dem Einfluss von PEDF auf 
die Expression von neuroaktiven Mediatoren durch RMC. Dabei ließ sich eine signifikante 
Hochregulation der IL-6-Expression unter PEDF Stimulation nachweisen. Wie schon oben 
dargestellt, werden durch den Einfluss einer Hypoxie IL-6 und auch PEDF in Müllerzellen 
hochreguliert. Zusätzlich ließ sich in dieser experimentellen Serie eine direkte Stimulation der   
IL-6-Expression durch PEDF nachweisen. Vor dem Hintergrund der Neuroprotektion scheint 
PEDF synergistisch die IL-6-Expression in Gliazellen zu steigern. Im Gegensatz dazu zeigte 
sich für TGF-β2, dass eine PEDF-Stimulation eine signifikant geringere Expression dieses 
Zytokins in RMC hervorruft. TGF-β2 besitzt Funktionen als  pro- bzw. als  antiangiogener 
Mediator, die stark von den beteiligten Rezeptoren (z.B. den Typ-I-Rezeptoren ALK5 bzw. 
ALK1) und den stimulierten intrazellulären Signalwegen abhängen (Pardali, et al. 2010). 
Zusätzlich wird vermutet, dass durch TGF-β induzierte steigende VEGF-Spiegel zu einer 
proangiogenen Aktivität des Faktors beitragen können: die Stimulierung der VEGF-
Hochregulierung ist ein charakteristisches Merkmal von TGF-β in verschiedenen zellulären 
Systemen (Pertovaara, et al. 1994; Breier, et al. 2002).Wie eine gleichzeitige Anwesenheit des 
antiangiogenen Faktors PEDF, der die TGF-β2-Expression offensichtlich bremst, sich in 
diesem Kontext auf die Angiogenese auswirkt, müssen zukünftige Experimente klären.  
Eine gleichsinnige Hochregulation der neuroprotektiv wirkenden Faktoren PEDF und VEGF, 
insbesondere unter Hypoxie, wurde bereits beschrieben (Yang, et al. 2012). Nach PEDF-
Stimulation zeigte sich in unseren Ergebnissen ebenfalls eine Tendenz zur Hochregulation der 
VEGF-Expression in RMC. Weiterhin sprechen unserer Ergebnisse für eine Tendenz zur 
Hochregulation von Netrin-4 und IL-1β nach PEDF-Stimulation von RMC. Netrin-4 spielt 
eine wichtige Rolle für die Migration von Neuronen in der Embryonalphase und unterstützt 
das Neuritenwachstum (Koch, et al. 2000; Li, et al. 2012). So könnte PEDF einen weiteren 
Teil seiner neuroprotektiven Eigenschaften über die Hochregulation der Netrin-4-Expression 
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bewirken. Kempuraj und Kollegen untersuchten die neuroinflammatorischen Eigenschaften 
von IL-1β. Dabei stellten sie eine Beteiligung dieses Zytokins an neurodegenerativen 
Prozessen fest (Kempuraj, et al. 2016). Vor dem Hintergrund der Neuroprotektion lässt sich 
eine scheinbare Hochregulation der Expression von IL-1β durch PEDF also nicht erklären. 
Weiterführende Untersuchungen zur PEDF-Stimulation von Müller-Gliazellen müssten sich 
anschließen, um die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungsergebnisse zu bekräftigen 
und weitere Erkenntnisse zu gewinnen. Dadurch könnte die Rolle und Beeinflussung 
neurodegenerativer und neuroprotektiver Mediatoren noch besser verstanden und ggf. auch 
therapeutisch genutzt werden. 
 
 
Es lässt sich festhalten, dass PEDF und weitere Zytokine einen großen Beitrag zur 
Neuroprotektion, aber auch zur Neurodegeneration leisten können. Äußere Bedingungen, wie 
Glutamatexzess, der Entzug von Wachstumsfaktoren oder ischämisch-hypoxische 
Bedingungen können zum Untergang von Neuronen führen (Vorwerk, et al. 2000; Quigley 
1999; Chen, et al. 2007). In unseren Untersuchungen zum RGC-Überleben zeigte sich ein 
signifikant geringerer Anteil vitaler RGC unter Hypoxie. Dieses Ergebnis ließ sich für die 
homotypische und Kokultur gleichermaßen nachweisen. In der RMC-RGC-Kokultur zeigte 
sich dieser hypoxiebedingte Abfall der RGC-Vitalität in einem etwas geringerem Maße, als in 
der homotypischen RGC-Kultur. Desweiteren zeigte sich, dass die RGC in Kokultur mit 
RMC unter Norm- und Hypoxie ein gesteigertes Überleben aufwiesen. Diese Ergebnisse 
lassen einen hohen neuroprotektiven Beitrag der Gliazellen vermuten. Da die Zellen in den 
Kokulturen in keinem direkten Zell-Zellkontakt zueinander standen, liegt die Vermutung 
nahe, dass diese neuroprotektiven Einflüsse der Müllerzellen auf die RGC über lösliche 
Faktoren, wie zum Beispiel Zytokine, vermittelt werden. Auch die Arbeitsgruppen um Kitano 
und Kawasaki stellten fest, dass RGC unter Stressbedingungen wie Hypoxie oder hohen 
Glutamatkonzentrationen in Kokultur mit Müllerzellen ein gesteigertes Überleben aufweisen 
(Kitano, et al. 1996; Kawasaki, et al. 2000). Guerin und Kollegen stellten 2006 die Hypothese 
auf, dass ausbalancierte Verhältnisse an überlebensfördernden Zytokinen in der Lage sind, 
einem Neuronenverlust entgegenzuwirken (Guerin, et al. 2006). In unseren Untersuchungen 
waren in der normoxischen homotypischen RGC-Kultur 53 % aller Zellen noch vital. Der 
korrespondierende RGC-Verlust unter Normoxie könnte in unseren Experimenten auf den 
Entzug von Wachstumsfaktoren zurückzuführen sein. Betrachtet man die homotypische RGC-
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Kultur unter Hypoxie, so wurde ein vermindertes Überleben von nur noch 32 % aller Zellen 
festgestellt (siehe Abbildung 18). Ein verringertes RGC-Überleben fanden auch Chen und 
Kollegen 2007 für hypoxische Bedingungen mit 5 % O2 (Chen, et al. 2007). Der RGC-Zelltod 
durch Hypoxie ist seit langem bekannt und konnte in dieser Arbeit erneut bestätigt werden 
(Vorwerk, et al. 2000). Der neuroprotektive Einfluss der Müllerzellen in den Kokulturen 
konnte ebenfalls in dieser Arbeit gezeigt werden. Die protektiven Eigenschaften der RMC auf 
RGC könnten über PEDF-Rezeptoren und den STAT-3 Signalweg vermittelt werden (Eichler, 
et al. 2017). 
 
 
Weitere Untersuchungen dieser Arbeit beschäftigten sich mit dem Einfluss von Hypoxie bzw. 
der Kokultur auf die Axonlänge der RGC. Wir entwickelten in dieser Arbeit eine Methode zur 
standardisierten Ausmessung von RGC-Axonen. In unseren Untersuchungen zeigte sich die 
Tendenz zu einer geringeren Axonlänge der RGC unter Hypoxie. Dies könnte auf den 
vermehrten Stress der Zellen unter Sauerstoffentzug zurückzuführen sein. Dazu gibt es derzeit 
jedoch noch keine vergleichbaren Arbeiten. Es deutete sich ebenfalls eine gesteigerte 
Axonlänge der RGC in Kokulturen mit Gliazellen an. Auch dieser Umstand könnte die 
Hypothese des neuroprotektiven Einflusses von Gliazellen auf RGC unterstützen. Für PEDF 
wurde bereits ein axonregenerierender Effekt auf RGC gezeigt (Vigneswara, et al. 2013). 
Auch neurotrophe Effekte von PEDF auf Rückenmarksneuronen im Sinne einer 
Neuritenverlängerung konnten bewiesen werden (Houenou, et al. 1999). Für unsere 
Bestimmungen zur Axonlänge konnten lediglich Tendenzen, jedoch keine statistisch 
signifikanten Differenzen herausgearbeitet werden. Weiterführende Untersuchungen von 
Axonlängen, sowie PEDF-Stimulation von RGC könnten an dieser Stelle ansetzen.  
 
 
Es lässt sich festhalten, dass Müllerzellen einen neuroprotektiven Einfluss auf RGC über 
lösliche Faktoren ausüben. Das Expressionsverhalten einiger neuroprotektive Zytokine wie 
PEDF, VEGF und IL-6 wurde in dieser Arbeit genauer untersucht. Diese Resultate könnten 
neue Ansatzpunkte zur weiteren Forschung bieten. Die Beeinflussung des VEGF wird heute 
therapeutisch bereits bei retinalen Erkrankungen mit überschießender Gefäßneubildung wie 
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der exsudativen altersbedingten Makuladegeneration genutzt. Es bleibt offen, ob nicht 
vielleicht auch eine IL-6- oder PEDF-Beeinflussung einen therapeutischen Nutzen bringen 
könnten. Für PEDF konnte in Tiermodellen bereits gezeigt werden, dass dieser Faktor 
Neovaskularisationen, ausgelöst durch Ischämie oder Hypoxie, vermindern kann (Stellmach, 
et al. 2001; Duh, et al. 2002). Untersuchungen zu neuroprotektiven Effekten von intravitreal 
injiziertem PEDF stehen jedoch noch aus, könnten aber einen vielversprechenden Ansatz zur 
Behandlung von neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Glaukom oder auch der 
diabetischen Retinopathie bieten. 
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Die häufigsten Erblindungsursachen der westlichen Welt sind die diabetische Retinopathie, 
die altersbedingte Makuladegeneration und das Glaukom. Gemeinsames Merkmal all dieser 
Erkrankungen ist die Neurodegeneration. Unter dem Einfluss von Hypoxie und auch 
neuroinflammtorischen Zytokinen kommt es zum Untergang von retinalen Ganglienzellen 
(RGC) und damit zum irreversiblen Sehverlust bei den Betroffenen. Frühere 
Forschungsergebnisse deuten an, dass Müller-Gliazellen (RMC) den Untergang von RGC 
unter verschiedensten apoptosefördernden Bedingungen bremsen können. 
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In dieser Arbeit sind neuroprotektive Zytokine wie PEDF, VEGF und IL-6 in RGC und RMC 
genauer untersucht wurden. Dazu wurde ein Versuchsaufbau mit homotypischen und 
Kokulturen dieser Zellen unter Normoxie und Hypoxie gewählt und die Zytokinexpression 
unter diesen verschiedenen Bedingungen erforscht. Es zeigte sich, dass RGC PEDF, β-Aktin, 
αB-Crystallin, TTS-2.2 und RPSA exprimieren. Auch in RMC ließen sich Transkripte von 
PEDF, VEGF, IL-6, TGF-β2, Netrin-4 und β-Aktin, sowie für die PEDF-Rezeptoren LRP6, 
TTS-2.2 und RPSA nachweisen. Vor diesem Hintergrund erfolgte eine genauere 
Untersuchung des PEDF mittels quantitativer Real-Time-PCR. Es stellte sich heraus, dass 
RGC unter Hypoxie in Kokultur mit RMC im Vergleich zur homotypischen Kultur ein 
erhöhtes PEDF-Expressionsniveau aufwiesen. Gegenüber den normoxischen Kulturen zeigte 
sich in den homotypischen und Kokulturen die Tendenz zur verminderten PEDF-Expression 
in den RGC. In RMC hingegen ließ sich eine Hochregulation der PEDF-Expression unter 
Hypoxie in der homotypischen Kultur nachweisen. Daraus lässt sich schließen, dass RGC und 
RMC hinsichtlich Ihrer PEDF-Expression sehr unterschiedlich auf hypoxische Bedingungen 
reagieren. Für die VEGF-Expression zeigte sich in RMC ein deutlicher Expressionsanstieg 
unter Hypoxie, sowohl in der homotypischen als auch in der Kokultur. Die weiterhin 
untersuchte Expression von IL-6 durch RMC erwies sich in den homotypischen Kulturen 
signifikant erhöht unter Hypoxie. Auch die Anwesenheit der RGC in der Kokultur führte zu 
einem Anstieg der IL-6 Expression unter normoxischen Bedingungen. Im Gegensatz dazu 
zeigte sich in der hypoxischen Kokultur eine signifikant geringere IL-6 Expression als in der 
homotypischen hypoxischen Müllerzellkultur, sodass die Anwesenheit der RGC hier 
offensichtlich gegenteilige Effekte auf die IL-6 Expression in Müllerzellen unter Norm- bzw. 
Hypoxie ausübt. Weitere Untersuchungen dieser Arbeit beschäftigten sich mit der Stimulation 
von RMC mit PEDF und zeigten, dass unter PEDF-Stimulation die Expression von IL-6 in 
RMC gesteigert und die Expression von TGF-β2 in RMC signifikant vermindert werden 
konnte. Zusätzlich wurde auch das Überleben von RGC unter den Bedingungen der 
homotypischen Kultur und Kokultur und unter Norm- und Hypoxie genauer beleuchtet. Diese 
Ergebnisse zeigten ein gesteigertes RGC-Überleben in den Kokulturen im Vergleich mit den 
homotypischen Kulturen. Erwartungsgemäß führte der Einfluss der Hypoxie sowohl in den 
homotypischen als auch in den Kokulturen zu einem verminderten RGC-Überleben. Weitere 
Untersuchungen dieser Arbeit dienten der Bestimmung der Axonlänge von RGC unter Norm- 
und Hypoxie, sowie in homotypischen und Kokulturen. Dabei zeigten sich Tendenzen einer 
gesteigerten Axonlänge unter Normoxie. Und auch die Kokultur mit RMC schien einen 
positiven Effekt auf die Axonlänge der RGC auszuüben.  
68 
 
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass RGC und RMC über 
vielfältige Zytokinwechselwirkungen über PEDF, VEGF und IL-6 miteinander in Kontakt 
treten. Für Müllerzellen konnte in dieser Arbeit ein überlebensfördernder Einfluss auf RGC 
bekräftigt werden und die Hypothese des Einflusses auf die Axonlänge der RGC gestellt 
werden. Die weitere Aufklärung der zugrundeliegenden Mechanismen dieser 
Wechselwirkungen sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, um neurodegenerative 
Augenerkrankungen besser verstehen und behandeln zu können und so letztendlich 
betroffenen Patienten ein besseres Sehen zu ermöglichen.  
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